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OZET

Bu calismada, Hyphantria cunea niikleopolihedroviriis (HCNPV)’lin Spodoptera
Sfrugiperda (IPLB-Sf21) ve Lymantria dispar ~ (IPLB-LdElta) hiicre kiiltirlerinde
replikasyon ozellikleri aragtinldi. Enfeksiyon, olusan sitopatik etkiler (CPE), ektraselliler
virls tiretimi ve viriis ¢ogalma egrisi, polihedral inkliizyon yapi (PIB) olusumu, viral DNA
replikasyonu, viral yapisal proteinlerin sentezi ve polh gen transkripsiyonuyla belirlendi.

Isik mikroskobuyla tespit edilen CPE’lerin Sf21 hiicrelerinde LdElta hiicrelerine
gore yaklasik 12 saat once meydana geldigi goriildii. Polihedral inkliizyon yapilar Sf21
hiicrelerinde enfeksiyondan 36 saat sonra meydana gelirken, LdElta hiicrelerinde ilk olarak
enfeksiyondan 48 saat sonra tespit edildi. Doku kiiltiirii enfektif doz %50 (TCIDs)’ye
gore belirlenen ektraselliiler viriis Gretiminin Sf21 hiicrelerine gére LdElta hiicrelerinde
yaklasik 12 saat gec meydana geldigi belirlendi. Enfeksiyondan 72 saat sonra Sf21 ve
LdElta hiicrelerinde iiretilen ekstraselliiler viriis miktar: sirasiyla 5,6 x 10° pfu/ml ve 1,77 x
10° pfu/ml olarak hesaplandi.  Viral DNA replikasyonunun her iki hiicrede de
enfeksiyondan 12 saat sonra basladifi Slot Blot hibridizasyonuyla tespit edildi. Viral
proteinlerin sentezi poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile belirlendi ve polihedrin
proteininin her iki hiicrede de enfeksiyondan 24 saat sonra ortaya ¢iktigi gosterildi.
HcNPV-polh geninin hem Sf21 hem de LdElta hiicrelerinde enfeksiyondan 10 saat sonra
transkrip oldugu revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile gosterildi.
Hucrelerde tretilen PIB’lerin H. cunea ve L. dispar larvalar iizerinde sirasiyla %51,9 ve
%65,38 insektisidal etkiye sahip oldugu biyoassay testleriyle hesaplandi.

HceNPV’nin makromolekiillerinin sentezinin Sf21 hiicrelerindekine gore LdElta
hiicrelerinde yaklagik 12 saat daha geg ve toplam viriis partikiilleri iiretiminin ise yaklagik

3 kat az oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Baculovirus, HcNPV, Sf21, LdElta, Virls Replikasyonu
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SUMMARY

Comparative Replication of Hyphantria cunea Nucleopolyhedrovirus in Spodoptera
frugiperda and Lymantria dispar Insect Cell Lines

In this study, replicational properties of Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus
(HcNPV) were investigated in Spodoptera frugiperda (IPLB-S21) and Lymantria dispar
(IPLB-Elta) cell lines. Infection was determined by formation of cytopathic effects (CPE),
replication of viral DNA, transcription of polh gene, synthesis of viral structural proteins,
production of extracellular virus, and formation of polyhedral inclusion body (PIB).

It was observed that the CPEs determined by light microscopy in Sf21 cells
appeared about 12 hours earlier as compared to those of LdElta cells. While polyhedral
inclusion bodies formed at 36 h postinfection (p.i) in Sf21 cells, it was at 48 h p.. in
LdElta cells. Extracellular virus production determined according to cell culture infective
dose 50% methods (TCIDsg) in LdElta cells formed about 12 h later when compared with
S121 cells. Extracellular virus amounts produced in Sf21 and LdElta cells were calculated
as 5.6 x 10” pfu/ml and 1.77 x 10° pfu/ml respectively, at 72 h p.i. It was determined that
viral DNA replication defined by slot blot hibridization began at 12 h p.i. in both cells.
Viral protein synthesis was determined by SDS-polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE)
and polyhedrine synthesis was observed at 12 h p.i. in both cells. Reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) results indicate that HcNPV-polh gene was
transcribed at 10 h p.i. in both Sf21 and LdElta cells. Insecticidal effects of PIBs produced
in cells were calculated as 51.9% and 65.38% on H. cunea and L. dispar larvae,
respectively, by bioassay.

Results indicate that the synthesis of macromolecules is 12 h late and production of

extracellular virus is almost 3-fold low in LdElta cells compare to Sf21 cells.

Key Words: Baculovirus, HcNPV, Sf21, LdElta, Virus Replication
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Hyphantria cunea niikleopolihedroviriis (HCNPV), Baculoviridae familyasina ait
bir bocek virlisidiir. Baculovirus’ler, ziraat ve ormancilikta bilyiik zararlar olusturan
boceklere karst kullamilan alternatif ve giivenilir miicadele ajanlanidir.  Ayrica,
baculovirus’ler 6nemli gen Uriinlerinin {retilmesinde ekspresyon vektor sistemi olarak
kullanilirlar. Aym zamanda, insanlarda hastalik olusturan DNA viriisleri i¢in iyi bir model
olustururlar.

Baculovirus’ler, genig bir viriis grubu olup, dzellikle boceklerde bulunur (Groner,
1986; Volkman vd., 1995). Konaklar sadece omurgasizlarla simrli oldugundan, tek basina
veya pestisidler ve diger kimyasal ajanlarin kullamldigi ekolojik zararli miicadele
programlarinda, 6nemli bdcek zararlilarinin kontrolii igin potansiyel olarak kullanilan
faydali ajanlardir (Moscardi, 1999; Inceoglu vd., 2001). Bu viriislerin biyolojik kontrol
ajam olarak kullamlmalarimin pek ¢ok avantaji vardir. Bunlarin baginda dar konak
spektrumuna sahip olmalan, yani direkt hedeflendikleri organizmalar {izerinde etkili
olmalan ve bir kez dogaya uygulanmayla 4-5 yil etki géstermeleri gelmektedir. Ayrica,
insanlar tizerinde zarar olugturmamalar1 ve ¢evreyi kirletmemeleri agisindan da oldukga
biiyiik 6nem arz ederler.

Rekombinant baculovirus’ler, farkli 6karyotik genleri arastirmak ve biyoteknolojik
uygulamalarini arttirmak i¢in bocek hiicrelerinde Uretilir (Miller, 1989; Luckow, 1991;
O’Reilly vd., 1992). Baculovirus’ler, giiniimiizde besin maddesi olarak ihtiya¢ duyulan
bazi proteinlerin iretilmesinde ve gesitli genlerin tanimlanmasinda, oldukga gegerli olan ve
etkili sonuglarin alindi1 biyoteknolojik ¢aligmalarda da ©nemli bir materyal haline
gelmigtir (Demirbag vd., 1998; Ghosh vd., 2002; Kost ve Condreay, 2002). Baculovirus
ekspresyon vektor sisteminin kullamlmasiyla, birgok hastalifa 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
endistriyel agidan 6nemli olan gesitli prokaryotik, dkaryotik, viral ve fungal genlerin bu
virlisler aracihgiyla ekspres edilmeleri, bu viriisleri biyoteknolojide énemli kilmaktadir

(O’Reilly vd., 1992; Volkman, 1995; Demirbag vd., 1998; Beljelarskaya, 2002).



Genomlar: prokaryotik ve dkaryotik organizmalardan daha kii¢iik olmasina ragmen,
baculovirus’ler gen yapt ve diizeyleri bakimindan bu organizmalarin genomlarina kismen
benzerlik gosterdiklerinden, molekiiler biyoloji ve rekombinant DNA ¢alismalan i¢in iyi

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

1.2. Baculovirus’ler

1.2.1. Baculovirus’lerin Yapi ve Sistematigi

Baculovirus’lerin genel yapisi incelendiginde, 6z kisminda yuvarlak, kapal ve ¢ift
zincir DNA genomu oldugu gériiliir (Sekil 1). Bunun disi, p36 adinda bir proteininden
yapihh bir kapsid ile ¢evrilidir. DNA ile kapsid niikleokapsid olarak adlandirilir.
Niikleokapsid ise en dista, zarf olarak adlandirilan membran yapisindaki bir ortii ile
cevrilidir ve tlim bu yap1 virion olarak adlandirilir.

Baculovirus’ler gomiilii ve gomiili olmayan viriisler olmak tizere morfolojik olarak
iki grupta incelenir ($ekil 1). Gomiilii viriisler, polihedrin proteininden meydana gelen bir
matriks igerisine gébmilidir. Bunlar, sekizgen ve oval sekildeki inkliizyon yapilarina gore
ntikleopolihedrovirlis (NPV, Altcins A) ve granulozis virliis (GV, Altcins B) olarak iki ana
gruba ayrilirlar. Bunlardan NPV’ler de kendi aralarinda tek niikleokapsid (SNPV, zarf
igerisinde tek niikleokapsid bulunan) ve ¢ok niikleokapsid (MNPV, zarf icerisinde birden
fazla niikleokapsid bulunan) olmak iizere ikiye ayrilir. GOmiili olmayan virtsler ise
herhangi bir yapinin igerisine gomiilmemistir ve bunlar da Altcins C’yi olusturur

(Bilimoria, 1986).
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MNPV’ler, 1-18 niikleokapsidin bir zarf igerisine gomiilmesinden olusur (Sekil 1 ve
2). Sonra bu zarfa sahip viriisler (virionlar), polihedrin (28 kDa) olarak bilinen tek bir
proteinden olugmus kristal benzeri yapilar ierisine gomiiliir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda
bu viriislerden en basarili olarak kullanilam, ¢ok niikleokapsidli niikleopolihedroviriis
(MNPV)’tiir.  MNPV’lerin farkli ¢ok sayida hiicre susunda gogalmalar1 ve polihedrin
proteininden yapili polihedral inkliizyon yapi (PIB) ile gevrili olmalari, bunlarin basaril bir
sekilde zirai miicadele ¢aligmalarinda kullanilmalarinin nedenidir. i¢ine gomiildiikleri PIB,
virlisiin hiicre savunma mekanizmalarina kars1 direng kazanmasim saglar. PIB’ler aym
zamanda dogada virlis enfeksiyonlarim bdcekten bocege transfer eden, enfeksiyon
ozelligine sahip yapilardir. PIB’lerin bécek hiicre kiiltiirii igin enfeksiyon yapma dzelligi
yoktur.  Baculovirus’lere ait PIB’lerin biiyiikliikleri 1-15 pm arasindadir.  Hiicre
kiltiiriinde enfeksiyon yapan viriisler ise hiicrelerden zarf kazanarak salinan tomurcuklanan

viriislerdir (BV).

Sekil 2. Baculovirus partikiillerinin ultrayapisal goriintiisii, A: Polihedral
inklizyon yap1 (PIB, dogada bocekten bocege enfeksiyonun
yaylumasim saglayan yap1), B: Cok niikleokapsidli bir NPV’ye ait
PIB’nin enine kesiti, C: PIB’nin enine kesit diyagram



1.2.2. Baculovirus’lerin Virionlan

Baculoviridae familyasinda, enfeksiyonun yayilmasinda 6zel fonksiyonlara sahip
oldugu bilinen iki virion fenotipi tespit edilmistir (Sekil 3). Bunlar, hiicredeki farkh
bolgelerinde ve enfeksiyon dongiistiniin farkli zamanlarinda tretilir. Siiphesiz farkl
fonksiyonal rollere hizmet ederler. Hiicreye girigleri de farkli mekanizmalarla meydana
gelic. Tomurcuklanan viriis (BV)’ler enfeksiyonun ge¢ doneminde, niikleokapsidlerin
enfekte hiicre yiizeyinden tomurcuklanmasiyla meydana gelir. Boylece, BV zarflar1 konak
hiicrenin modifiye olmus plazma membranindan olusur. En ge¢ enfeksiyonda
nitkleokapsidler gomiilii virtisleri (OV) olusturmak igin nukleus igerisinde zarf kazanir.
Bundan sonra OV, bir inkliizyon matriks proteini (NPV’lerde polihedrin, GV’lerde
granulin) igine gomiilir. Hem BV hem de OV’lerin niikleokapsidleri nukleus i¢inde
olustugu i¢in BV ve OV’nin niikleokapsid ve viral DNA’larinin aym olmasina ragmen
(Sekil 3), BV ve OV zarflan ve birlesmis yapilarimin kompozisyonlar1 temelde farkhidir,
Bu farklar BV ve ODV’lerin (inkliizyondan ¢ikarilmig viriis) farkli fonksiyonal rollere

sahip olmalariyla sonuglanir.

Tomurcukianan Viris (BV) ink]iizyondan Cikarilms Viriis (ODV)
BV’ye ozel Genel Virion ODV'’ye ézel
yapilar yapilari yapilar
7 ' Viriis DNA’s1 Zarf proteinleri (ODV
gp64 zarf fizyon Temel DNA bagl E18/35.E25, EC27,
proteini cmel UNA baglanma E35, E56,E06)
(gp64 EFP) / "protem.l (p6.9? \'\ opd1
Biiyiik kapsit proteinleri (tegiiment)
| P74
Virion zarfi Kapsit ug yapist (ORF Virion zarfi

1629 [pp78/83)]

Polihedrin

PEP (pp34)

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



1.2.3. Baculovirus DNA’s1

Baculovirus’ler, 25x250 nm biyiiklikte ve 90-200 kbp kapali, yuvarlak ve ¢ift
zincir, stpersarmal DNA ihtiva ederler (Arif, 1986; Hayakawa vd., 2000; Herniou vd.,
2001). Bazi niikleopolihedroviriislerin DNA’lar tammlanms (Bud ve Kelly, 1984; Ayres,
vd., 1994; Ahrens, vd., 1997, Gomi vd., 1999; Kuzio vd., 1999) ve restriksiyon
endontikleazlar kullanilarak, genetik haritalar1 elde edilmistir (Friesen ve Miller, 1986;
Hyink vd., 1998; Sadler vd., 2000). 11 Kasim 2003 tarihi itibariyle, 19 baculovirus’e ait
genom dizin analizleri tamamlanmistir (URL-1). Bu dizin analizleri karsilastirildiginda
bircok baculovirus izolatinin bir digerinden kiigiik oranlarda farkli oldugu ve bu farklarin
da delesyon ve inversiyon mutantlariyla meydana geldigi gorilir. Temelde baculovirus

gemonlar benzer gen igeriklerine sahiptir.

1.2.4. Baculovirus Replikasyonuna Genel Bakis

Hiicre kiiltlirlerinde yapilan ultrayapisal ve histokimyasal ¢alismalar, viral DNA
replikasyonunun, nukleus i¢inde “virojenik stroma” olarak adlandirilan bolgede meydana
geldigini gostermistir (Volkman ve Keddie, 1990). Bu replikasyon islemi iki safhada
meydana gelir. Birinci sathada, nukleus igerisinde, niikleokapsidler olusur. Olusan
bu niikleokapsidler, nukleus kanallarindan gegerek sitoplazmaya ulagir. Sonra hiicre
zarindan, reseptor aracilifiyla meydana gelen endositozis olarak bilinen, tomurcuklanma
yontemiyle zarf kazanarak hiicreden ayrilir. Olusan zarfli viriisler (Budded viriis, BV)
hiicre kiiltiirlinde, hiicreler arasinda enfeksiyon yapma 6zelligine sahip, ¢gomak seklinde
viriis formlandir. Silindir seklindeki niikleokapsidler, kapsid ad1 verilen tiip benzeri yap1
igerisinde DNA igerir ve tiipler iki ucunda raban ve kapak denilen yapilar ihtiva ederler.
Ikinci sathada ise nukleus igerisinde olusan niikleokapsidlerin bir kismu de novo
yontemiyle zarf kazandiktan sonra, kiip seklindeki protein yapilar icerisine gomiilerek
polihedral inkliizyon yap: (PIB) lar1 olustururlar (Sekil 4). Polihedrinden olusan protein

matriks ve zarf, PIB nin genel pargalarimi olusturur.



» Plazma membrani

Nukleer membran
Nukleer gdzenek

\
1

/ Polihedrih olusumu
/

Tomurcuklanma

@ 4 Konak yedikten sonra
_____barsakta ¢dziinme

Hiicre pargalandiktan ve konak olditkten sonra PIB’ler serbest kalir.

Ikinci enfeksiyon

Sekil 4. Baculovirus enfeksiyon dongiisiiniin sematik gdsterimi. A: In vivo sistemde
polihedra konak tarafindan yenildikten sonra orta bagirsakta acgilir ve virionlar
sagilir. B: Virionlar zarflar1 bocek hiicrelerinin plazma membram ile fiizyon
yapar. C: Sitoplazmaya girdikten sonra, virionlar nukleusa gecer, kabuk atilir
ve viral DNA serbest kalir. D: Yeni viral niikleokapsidler virogenik stromada
sentezlenir. E: Nukleusta zarf olusumu gergeklesir. F: Nukleusta polihedral
inkliizyon yapilar olugur. G: [Inkliizyon yapilar, enfekte hiicrelerin
parcalanmasiyla etrafa salimr. H, I, J: Virogenik stromada yeni olusan
nilkleokapsidler tomurcuklanir. K: Yeni olusan tomurcuklanan virisler
endositozis ile komsu hiicreleri enfekte eder



1.2.4.1. Viriisiin Konaga Girisi

Viriisiin konaga giris islemi, inklizyondan elde edilen viriislere gére BV’de daha
fazla ¢alisilmis ve mekanik olarak her iki viriiste giris isleminin farkli oldugu goriilmiistiir
(Volkman ve Keddie, 1990). BV’ler, boceklerde enfeksiyonun yayilmasinda rol oynayan
viris formlanidir (Keddie vd., 1989). Bu fenotipik form, hiicre kiiltiirli uygulamalarinda
viriis tiretiminde kullanilan ajandir. Zarfli viriislerin hiicreye girisi ya direk hiicre yiizeyine
membran flizyonu ya da zarf fizyon proteini (gp64 EFP) tarafindan gergeklestirilir. Viriis,
reseptor tarafindan gergeklestirilen endositozis yoluyla hiicreye girer. Endositozis yoluyla
viriisiin hiicreye girisi genellikle 1) virionun bir konak hiicre reseptériine baglanmasi, 2)
konak plazma membraninin invaginasyonu, 3) zarfli virionlan ihtiva eden bir endositik
vesikiil olusumu, 4) endozomun asidifikasyonu, 5) viriis zarf fiizyon proteininin
aktivasyonu, 6) viral ve endozomal membranlarin fiizyonu ve 7) viral niikleokapsidlerin
sitoplazma i¢ine salinimini ihtiva etmekte olan ¢ok basamakli bir islemdir. BV, plazma
membranina baglandiktan ve virionun bir endositik vesikiil i¢ine alinmasindan sonra,

niikleokapsidler sitoplazmaya dagilmadan 6nce membran fiizyonu olusmalidir.

1.2.4.2. Niikleokapsid Tasinmasi ve Kabugun Atilmasi

Baculovirus niikleokapsidleri sitoplazmaya girdikten sonra nukleusa tasinir. Bu
islem hakkinda az gey bilinmesine ragmen, konak hiicre aktin ipliklerinin enfeksiyonun
erken sathalarinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Aktin, cesitli hiicresel aktiviteleri (hiicre
hareketi, fagositozis, sekresyon, vb.) ve hiicresel yapilari kapsayan, hiicrelerde bol miktarda
bulunan bir hiicresel proteindir. Baculovirus DNA’simin kabuk atilmasi nukleus disinda
veya nukleusta olusur. Elektron mikroskobu ¢aligmalari, iki baculovirus grubunda (NPV
ve GV) viral DNA kabugunun atilma yerlerinde farklilik gosterdigini ortaya koymustur.
NPV’lerin  niikleokapsidlerinde  kabugun atilmasi  konak hiicre nukleusunda
gergeklesmesine ragmen (Granados, 1978), GV niikleokapsidlerinin sitoplazmada kaldig

ve viral DNA’ min nukleer porlardan nukleusa girdigi tespit edilmistir (Summers, 1971).



1.2.4.3. Viriis Erken Genlerinin ifadesi

Nukleusta kabugun atilmasindan sonra ilk 6énce replike olmamis viral DNA, bir
konak RNA polimerazi tarafindan transkrip edilir.  Erken viral transkripsiyonlarin
¢ogunun, 6zel olarak dkaryotik RNA polimeraz II’yi inhibe eden bir fungal toksin olan alfa
(o) amanitin tarafindan inhibe edilen, konak RNA polimeraz tarafindan gergeklestigine
inanilmaktadir (Fuchs vd., 1983). Bazi baculovirus erken genlerinin transkripsiyonlari
ayrmntili bir gekilde incelenmistir (Pullen ve Friesen, 1995). Elde edilen sonuclar
baculovirus erken genlerinin promotor siralarimin bocek RNA polimeraz 11 promotorlarina

benzer oldugunu géstermistir.

1.2.4.4. Viral DNA Replikasyonu

Baculovirus DNA replikasyonu virogenik stroma igerisinde (Volkman ve Keddie,
1990) yapisal olusumlar ile birlikte gergeklesir (Knudson ve Harrap, 1976) ve viriis
tarafindan kodlanan 126 kDa DNA polimeraza baghdir (Wang ve Kelly, 1983; Tomalski
vd., 1988). Bazi konak hiicre bilesenlerinin kullammlari hari¢, DNA replikasyon
mekanizmasinin bilyiik bir kisminin viriis tarafindan kodlandig1 diisiiniilmektedir. 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 bagka bir viral gen, bilinen helikaz proteinlerine homolog 7 bélgeye sahiptir
(Lu ve Carstens, 1992). Son yillarda rastgele komplementasyon deneyi, bdcek
hiicrelerinde plazmid DNA replikasyonu i¢in ihtiyag duyulan énemli frams-aktifleyici
faktorleri ortaya ¢ikarmustir. Bir ¢alismada kozmid klonlarin birlikte transfeksiyonu, viral
DNA  replikasyonu igin 6nemli olan en az 7 geni kodlayan 6 genom bdlgesinin
aydinlatilmasim saglammstir (Kool vd., 1994a). Bu deney, viral DNA replikasyonu igin
p126 (DNA polimeraz) ve pl43 (helikaz) genlerinin gerekli oldugunu ortaya koymustur.
Oteki analizler, ie-1 ve gec enfeksiyon faktorleri (lef) 1, 2 ve 3’0 kodlamakta olan viral
genlerin de zorunlu olduklarim ve viral DNA replikasyonuhun, p35, ie-2 (6nceki ie-n) ve

pe38 proteinleri tarafindan uyarildigim gostermistir (Kool vd., 1994b).
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1.2.4.4.1. Erken Sitopatoloji ve Virojenik Stroma

Konak hiicre sitoskeletonundaki erken morfolojik degisiklikler, NPV’nin bdcek
hiicrelerine  girisine baglhidir ve F-aktin paketlerinin  olusumuna sebep olan
mikrofilamentlerin gegici degisimlerini kapsar (Charlton ve Volkman, 1993). Virionlarin
bu alanlan kullanarak kabugun atilmasi igin hiicre nukleusuna go¢ ettigine inanilmaktadir.
ODV ile enfeksiyonda bocek orta bagirsak hiicrelerine niikleokapsid giristen sonra,
sitoskeletal elementler arasindan nukleusa go¢ ettigi de rapor edilmistir (Granados, 1978).
Bu durum, genel bir transfer mekanizmasimi desteklemektedir ve iki fenotipteki ayni
niikleokapsidler i¢in yayinlanan raporlar ile uyum igerisinde olduklar1 gosterilmigtir
(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). Inokiilasyondan 1-4 saat sonra, genel olarak baculovirus’lerin penetrasyonu
ve kabuk atilmas igin gerekli zaman oldugu diisiiniilmektedir.

Enfekte olmus hiicrelerde ilk géze ¢arpan 6nemli degigiklik nukleusun biiytimesiyle
birlikte hiicrelerin yuvarlaklagsmasidir. Nukleer heterokromatin kaybolur ve virojenik
stroma olarak bilinen bir intranukieer 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 gama (ge¢) faz gen ekspresyonunun
baslamasinin ayn1 zamanda meydana geldigini gostermektedir.

Morfolojik olarak nukleus kanallarina benzeyen nukleer membranin kivrilmalari,
siklikla enfeksiyondan sonra erken zamanlarda goriliir ve yiiksek metabolik aktiviteye
veya viral replikasyona bagli olarak karyoplazmik degisikliklerin devamina yansiyabilir.
Bu degisikliklerin olusmas: gegicidir ve virojenik stroma olusumu ile aym zamanda
meydana gelebilir.

Igerisinde  projeni  virionlarin  birlestigi  virojenik stromanm, baculovirus
enfeksiyonunun bir de novo liriinii oldugu distiniiliir. Stroma, VDNA’nin replikasyonu
basladig1 zaman (yaklasik enfeksiyondan 6-8 saat sonra) olusur (Knudson ve Harrap, 1976)
ve ondan hemen sonra projeni viriis partikiilleri stromal agla oriiliir (yaklagik
enfeksiyondan 10 saat sonra). Baglangigta stroma, nukleoplazmaya bastan basa yayilmis

veya gevsek olarak goriiliir. Fakat, enfeksiyondan 16-18 saat sonra genellikle nukleusun
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merkez bolgesinde yer alan ve igerisinde virionun nukleer sarilmasinin ve gomiilii yapi
olusumunun gerceklestigi, peristromal halka bolgesi olusumuna sebep olan siki bir yapi
icerisine yogunlasir. Elektron mikroskobuyla incelendiginde olgun stromada iki biiyiik
bolge goriliir. Bunlar, biiytik “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 direngli RNA polimeraz aktivitesinin ve ge¢
genlerin transkripsiyonlarinin goriilmesiyle belirlenir (Grula vd., 1981). Baculovirus ile
enfekte olmus hiicrelerden alinan nukleer ekstraktlar, ge¢ promotorlardan tam
transkripsiyon oldugunu desteklemistir (Glocker vd., 1993). Geg¢ transkripsiyon icin
ihtiya¢ duyulan viral gen iriinlerinin bir kagi gegici ekspresyon ¢alismasiyla
aydinlatilmistir. En az 18 baculovirus geni geg¢ ekspresyon faktor veya “lef” genleri olarak
tanimlanmigtir (Todd vd., 1995). Bu 18 /ef geninin, 10 tanesi direkt olarak ge¢
transkripsiyonu etkilerken, 9 tanesinin DNA replikasyonuyla ilgili oldugu gosterilmistir
(Kool vd., 1994a; Lu ve Miller, 1995). lef genlerine ilaveten, yiiksek seviyede ekspres olan
en gec genler (polh ve pl0 genleri) igin Ozel olarak ihtiya¢ duyulan bir viral gen
tammlanmig ve “en geg¢ faktor-1” veya vif-I olarak adlandirilmistir (McLachlin ve Miller,
1994).

AcMNPV polihedrin geni caligmalari, transkripsiyonun temel sorumlusu olarak
transkripsiyon baglangi¢ ucunda 8 bp’lik (TAAG-ihtiva etmekte olan) bir dizin oldugunu
gostermigtir (Rankin vd., 1988; Ooi vd., 1989). Transkripsiyonlarimin agirt derecede
olmasindan dolay1, polh ve p10 genleri “asir1 derecede ekspreslenen” en ge¢ genler olarak
adlandirilmigtir.  Polihedrin gen promotorlarimin Karsilagtirilmasi sonunda TAAG kor
dizininin hemen asagisinda AT’ce zengin korunmus bir dizin oldugu goriilmiistiir
(Rorhmann, 1986). Mutasyonal analizler, polihedrin TAAG’nin hemen yukarisi ve
asagisindaki dizinlerin transkripsiyonlarinin fevkelade yiiksek seviyede olmasi igin dnemli

oldugunu gostermistir (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 inkliizyon yapi proteini olan polihedrin (Hooft vd., 1983) ve gomiilme
islemine igtirak eden p10 proteini gibi en ge¢ gen iriinlerinin bol miktarda ekspresyonuyla
karakterize edilir (Zuidema vd., 1993; Van Oers vd., 1994). Geg¢ gen lrlinlerinin sentezini
takiben, nukleus igerisinde 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 6nemli rol oynadigi
belirlenmistir  (Charlton ve Volkman, 1991). Viral DNA’min  paketlendigi
niikleokapsidlerin ilk once birlestigi ve sonra DNA ile dolduklar gosterilmistir (Fraser,
1986). En ge¢ fazda, gomiilme yapi proteinleri birlesir ve sonra kristal yapilar nukleus
igerisinde bulunan zarfli virionlar1 sarar. Bu gomiilme islemi, inkliizyon yapiyi saran bir
protein-karbohidrat “zarf yapisi” (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 igin)
goc etmeleri veya sarilma ve gomiilme i¢in nukleus igerisinde kalma mekanizmalari

hakkinda fazla bir sey bilinmemektedir.

1.2.4.7. Sitoliz ve Gomiilii Yapilarm Salinmasi

BV sentezi, enfeksiyonun en ge¢ sathasinda, ODV fenotipinin sentezini
kolaylastirmak i¢in hem bdécek hem de hiicre kiiltiiriinde azaltilir.  Baculovirus
enfeksiyonun en ge¢ fazinda, gémiilii yapilar iiretilip, olgunlastiktan sonra, bu yapilarin
dagilmasim kolaylagtirmak iizere bir nukleer par¢alanma gergeklesir (Williams vd., 1989;
Van Oers vd., 1993). Spodoptera frugiperda ve Trichoplusia ni hiicrelerinde yapilan bir
calismada parcalanma isleminin yaklasik olarak, enfeksiyondan 60 saat sonra bagladigi
ortaya konulmustur (Williams vd., 1989).

Enfeksiyon déngilisiiniin en ge¢ fazinda, polihedrin sentezi hizlanir ve protein
kristalizasyonunun bagladigi yer olan nukleusa transfer olur. Bununla aym anda pl0

proteini de bol miktarda tiretilir ve hem sitoplazmada hem de nukleusta farklh ipliksi yapilar
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olarak yogunlasir (Williams vd., 1989). Polihedrinin yogunlasmas1 esnasinda ODV
matriks igerisine gdmiilmiis olarak meydana gelir. Sonunda polihedrozis hastaligindan
dolay1 bdcegin Slmesi, gémiilii yapilarin (OB) etrafa sagilmasiyla ve etraftaki yiizeylerin bu
yapilarla bulagmastyla sonuglanir. OB’lerin sagilmalari muhtemelen, viriis tarafindan
kodlanan ve sirastyla larval dokularin ve kiitikiilanin ¢6ziilmesine sebep olabilen, bir sistein
proteaz (Slack vd., 1995) ve kitinaz etkisiyle hizlamir. Oliimden ve konak bécek doku ve
kiitikiilasinin pargalanmasindan sonra OB, diger larvalar tarafindan yenilmeden once
ODV’yi korur.  GOmiilti yapilar, mevsimsel beslenme dongilerine sahip bdcek
populasyonlarinda viriis devamliliginda 6nemli bir rol oynar (Jaques, 1985).

Enfekte olmus hiicrelerden inkliizyon yapilarinin olgunlasmasi ve salimmi pl0
proteinine ihtiya¢ duyar. p/0 geninin delesyonu, 6liime neden olmazken, “zarfin”
inkliizyon yapilarmma kusurlu ilavesi, zayiflatilmis nukleer dagilma ve kusurlu hiicre
par¢alanmasi (Van Oers vd., 1994; Williams vd., 1989) gibi baz1 énemli etkilere neden
olabilir. Bdylece, fonksiyonal bir pl0’dan yoksun baculovirus’lerde, polihedra normal
hiicre par¢alanmasiyla enfekte hiicrelerden salinmaz. Bu viriislerden iiretilmis polihedralar

kolay kirilir ve fiziksel streslerle par¢alanmaya duyarhdir.

1.2.5. Baculovirus’lerin Konak Segiciligi

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.

Omurgal hiicre suslar1 ile yapilan ¢aligmalar, viriis nakillerinin olusmasina ragmen,
hiicre suslarinda NPV replikasyonunun inandirici olmadigini géstermistir (Tjia vd., 1983).
Himeno ve arkadaglari (1967) yaptiklan ¢alismada, Bombyx mori NPV DNA’sinin bir
memeli amnion hiicre kiiltiirinde PIB iretimine sebep oldugunu rapor etmistir. Ancak,
daha sonra yapilan ¢aligmalarla bu sonug ispatlanamamus, hatta farkli laboratuarlarda bu
raporun tersi gosterilmistir (Mclntosh ve Shamy, 1980).  Auwtographa californica
multikapsid niikleopolihedroviriis (AcMNPV){in, sigan ovaryum hiicre susu (Gréner vd.,
1984) ve farkli insan hiicre suslarinda replike olmadig gosterilmistir (Tjia vd., 1983).
AcMNPV’nin kurbaga, deniz kaplumbagasi ve alabaliktan tiiretilmis hiicre suslarimin
nukleusunda goriildiigii ancak, viral DNA veya RNA sentezinin meydana gelmedigi tespit

edilmigtir (Brusca vd., 1986). Rice ve Miller (1986), AcMNPYV icin 6zel transkriplerin
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tretken olmayan Drosophila melanogaster hiicrelerinde sentezlendigini fakat, gec viral
transkrip sentezinin gézlenmedigini kaydetmistir.

Baculovirus konak spektrumu {izerindeki bazi bilgiler, in vivo ve in vitro
sistemlerde kullanilmaktadir (Mclntosh 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 baculovirus’lerin diger takim {yelerini
enfekte etmedigi 6nceleri kesin kabul edilen bir durum idi. Ancak, sonraki ¢alismalar,
Orthoptera ve Isoptera iiyelerinin, Lepidoptera baculovirus’leri tarafindan enfekte edildigi
rapor edilmistir (Al Fazairy ve Hassan, 1988). In vitro sistemde gézlenmemesine ragmen,
McIntosh ve arkadaslar (1992), pamuk kurdundan, Anthonomus grandis, elde edilen bir
Coleoptera hiicre susunda AcMNPV’nin replikasyonunu gostermistir. Bunlar,
baculovirus’lerin Arthropoda’dan farkli takim ftyelerini de enfekte ettigini ortaya
koymaktadir (Mclntosh ve Grasela, 1994).

Cogunlugu boceklerden olmak tizere 600°dan fazla baculovirus Arthropodlardan
izole edilmistir (Martignoni ve Iwai, 1986). Bunlarin bazilar1 bir¢ok Lepidoptera,
Hymoneptera ve Coleoptera zararhlarinin Kontrolii i¢in basarilt bir sekilde kullanilmigtir
(MclIntosh ve Grasela, 1994). En ¢ok ¢alisilan bavculoviruslerden Autographa californica
multikapsid niikleopolihedroviriis (AcMNPV) ve Anagrapha falcifera multikapsid
niikleopolihedroviriis (AfMNPV)’lin sirasiyla 12 ve 10 Lepidoptera iiyelerini enfekte
ettikleri tespit edilmistir (Granados ve Williams, 1986; Hostetter ve Puttler, 1991). Her iki
baculovirus 30’dan fazla Lepidoptera tiiriinii enfekte eder. Bagska bir baculovirus olan
Mamestra brassicae MNPV nin 4 familya arasinda 32 Lepidoptera tiiriinli enfekte ettigi
belirlenmistir (Doyle vd., 1990).

Son yillarda, gerek yukarida bahsedilen, gerekse daha sonra farkli boceklerden izole
edilmis baculovirus’lerin farkli bocek (Orlovskaya, 1998) ve hiicre kiiltiirlerinde (Lynn,
1999; Mclntosh vd., 1999) konak spektrumuyla ilgili ¢alismalar yapilmigtir. Bu ve benzeri
caligmalar, farkli hiicre suglarinin baculovirus replikasyonlarinda cesitli seviyelerde
farkliliklar gosterdiklerini ve hiicrelerin farkli duyarlilik derecelerine sahip olduklarim
gostermistir (Lynn, 2003a; Lynn, 2003b)

Hyphantria cunea nikleopolihedroviriis (HcNPV) ilk olarak hastalanmis
Hyphantria cunea larvalarindan Lee ve Miller (1978) ve daha sonra Choe ve arkadaglar

(1986) tarafindan 6li larvalardan izole edilmistir. Sonra Lee (1987) ve Lee ve Lee (1988)
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tarafindan Sf21 hiicrelerinde replikasyonu gosterilmistir.  Yine Lee ve Lee (1991)
tarafindan DNA analizlari ve Alves ve arkadagslari (2002) tarafindan da HcNPV homolog
tekrar bolgelerinin tespiti ve karakterizasyonu yapilmigtir. Bu virlisiin konak spektrumuyla
ilgili ise Shirata ve arkadaglari (1999) yaptiklar1 ¢alismada, HcNPV’nin Spilosoma
imparilis ve Spodoptera exigua hicrelerinde tam bir replikasyona sahip oldugunu
gOstermistir. Bunlarin yamsira, virlisiin bir¢ok hiicre kiiltiiriindeki replikasyon durumu

hakkinda herhangi bir caligma yapilmamustir.

1.2.6. Baculovirus Gen Ekspresyonunun Onemi

Baculovirus’ler ile enfekte olmus hiicrelerde virlise ait proteinler poliakrilamid jel
elektroforez yontemiyle yeterince tammlanmustir. Bu proteinlerin enfeksiyondan sonra 2-
60 saatler arasinda sentezlendikleri tespit edilmistir. Enfekte edilen hiicrelerden ardi ardina
alman  Omneklerin - SDS-PAGE'de  incelenmeleri  neticesinde, baculovirus  gen
ekspresyonlarinin basamakli bir sekilde meydana geldigi, bu genlere ait proteinlerin farkh
zamanlarda olusmalariyla gézlenmistir. Ilk zamanlarda yapilan ¢alismalar neticesinde, ig
basamakli smifin oldugu tespit edilirken (Maruniak ve Summers, 1981) sonraki
caligmalar, yeterince ayirt edilebilen 4 gen ekspresyon smifinin oldugunu gostermistir
(Miller, 1988) (Sekil 5).

En erken (a) olarak bilinen ilk simifa ait genlerin ekspresyonlari, enfeksiyondan
yaklagik iki saat sonra baglar. Bu genlerin ekspresyonlar i¢in konak faktor (enfekte edilen
hiicrelere ait bazi1 protein)'lere ihtiya¢ vardir. Erken () olarak bilinen ikinci sinifa ait
polipeptidlerin enfeksiyondan alti saat sonra goriilmeye basladigi tespit edilmigtir. Bu
genlerin ekspresyonlari i¢in de bir veya daha fazla en erken smif proteinlerine ihtiyac
vardir (Guarino ve Summers, 1986). Bu iki grup genlerin ekspresyonlarinin viriis DNA
replikasyonundan 6nce oldugu ve bunlarin, enfekte eden ilk viriise ait DNA'dan
sentezlendikleri tespit edilmistir (Miller vd., 1983). Ugiincii simf ge¢ (y) satha olarak
bilinir. Bu smif genlerin ekspresyonlari enfeksiyondan yaklagik sekiz saat sonra baglar. Bu
sathada biyilk Sl¢lide yeni olusan viriis DNA'sinin sentezlendigi ve tomurcuklanan
virislerin, enfekte edilmis hiicrelerde iiremeye basladiklari gézlenmistir (Miller vd., 1983).
On sekiz saatlik virlis enfeksiyonunu miiteakip, en ge¢ (8) satha baglar. Bu safha, PIB
yapisint (% 90) olugturan polihedrin proteininin sentezlenmesi, niikleokapsidlerin de novo

yoluyla zarf kazanmalari ve hiicre i¢i viriislerin polihedral inkliizyon yap:



16

olusturulmalar: ile belirlenir.  Son iki smfa ait genlerin yeni olusan DNA'dan
sentezlendikleri tespit edilmistir. En erken polipeptidler hari¢, her takip eden sinifin
onceki sinif proteinlerin ekspresyonuna ihtiya¢ duydugu belirlenmistir (Kelly, 1982).
Aciklamalardan da anlasildig1 gibi, baculovirus gen regiilasyonu karmasik bir yapiya
sahiptir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde gesitli baculovirus’lere ait gen regiilasyonlarinin
transkripsiyonel seviyede kontrol edildikleri tespit edilmistir (Krappa ve Knebel-Morsdorf,
1991; Demirbag, 1993).

Enfeksiyonun DNA
baglamasi replikasyonu

1
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Sekil 5. Baculovirus replikasyonu ve gen ekspresyonu sathalari. +: arttiricl, -: engelleyici

1.2.7. Baculovirus’lerin Biyoteknolojideki Onemi

Tibbi, endiistriyel ve zirai bakimdan 6nemli olan ¢esitli viral, fungal, bakteriyal,

bitkisel ve hayvansal proteinlerin degisik ekspresyon vektorleri aracilifiyla sentezlenmeleri
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biyoteknolojide olduk¢a Gnemlidir. Baculovirus’ler, molekiiler biyoloji ¢calismalarinda iyi
bir model olmalari (Charlton ve Volkman, 1991; O’Reilly vd., 1992), zirai miicadelede
zararli boceklere kars kullamlmalari (Demirbag ve Beldiiz, 1997; Hunter-Fujita vd., 1998;
URL-2) ve son zamanlarda DNA’larindan 6nemli proteinlerin iiretilmesinde ekspresyon
vektoril olarak yararlanilmalarindan (O’Reilly vd., 1992; Demir vd., 2000; Beljelarskaya,
2002; Mikhailov, 2003) dolay1 biyoteknolojide yeni bir ddnem baslatmisgtir.

Son 20 yil bocek hiicre kiiltiirlintin olagan {isti gelisimi ve uygulamalarinin
sagladig1 birgok biyoteknolojik avantajla gegmistir. Bunlarin en dnemlisi, klonlanmis
genlerin konak bocek hiicrelerinde ekspresyonu igin rekombinant DNA teknolojisi
uygulamalarinin 1980°1i yillardaki gelisimi idi. Bu arada gok yonlii gen ekspresyon sistemi
olarak baculovirus-bocek hiicre sisteminin ortaya ¢ikmasi, baculovirus’lerin molekiiler
biyolojileri {izerinde yogun ve gayretli ¢caligmalardan ve yiiksek miktarda protein tiretimini
destekleyen yeni bocek hiicre kiiltiir sistemlerinin kurulmasindan kaynaklanmaktadir.
Baculovirus ekspresyon vektor sistemi, sadece arastirma igin 6nemli bir sistem olmayip,
ayn1 zamanda ziraat ve insan saglifinda da kullanilmak tizere gesitli ticari {iriinleri liretmek
i¢in de 6nemli bir teknoloji olarak kabul edilir.

Iag, toksin ve besin maddesi gibi gesitli iiriinleri kodlayan ilgili yabanci genler,
ozellikle hiicre kiiltiirtinde baculovirus’lerin replikasyonu igin zorunlu olmayan genler
(polh ve pl0) yerine klonlanarak, bol miktarda tretilmektedir (Luckow ve Summer, 1988;
Maeda, 1989; King ve Posse, 1992; Demirbag vd., 1998; Nalgacioglu vd., 2001;
Beljelarskaya, 2002). Pek ¢ok bilim adami tarafindan halen devam ettirilmekte olan
baculovirus’lerin daha etkili bir ekspresyon vektori haline getirilmesi ve viriis
replikasyonunun molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasi ¢aligmalari, bunlar gelecekte de
biyoteknolojinin Snemli materyallerinden biri yapacaktir.

Baculovirus’ler tek baslarina diisiik ve yavas 6ldiirme giiciine ve yiiksek segicilige
sahip olmakla birlikte dar konak spektrumuna sahiptir. Baculovirus bulasmis besinler
bocek tarafinda yenildikten sonra viriise duyarli boceklerin 6liimii 4-8 giin almaktadir.
Baculovirus’lerin bu 6zelliklerini geligtirerek, ziraat ve ormancilikta genisletilmis hedef
seciciligini ve arttirilmig viriilansa sahip viral pestisidleri elde etmek, baculovirus
genomuna gesitli toksin, hormon ve enzim genlerinin transferleriyle miimkiin olmaktadir
(McCutchen vd., 1991; O’Reilly ve Miller, 1991). Stewart ve arkadaslar1 (1991), kuzey
Afrika akrebi (4dndroctonus australis) nin genomundan bdcekler i¢in nérotoksik bir protein

kodlayan geni ihtiva eden bir rekombinant ACMNPV’yi olusturmustur.
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Baculovirus ekspresyon vektdr sistemi sayesinde ¢esitli yeni agsilar, ilaglar,
hormonlar ve biiylime faktorleri iiretiminin yaninda, insan karaciger hastaligim tedavi
etmek i¢in baculovirus vektorleri de gelistirilmigtir. Bu vektorler aracilifiyla etkili bir
sekilde insan karaciger hiicrelerine gen transfer edilmektedir (Tomalski ve Miller, 1991;
Hofmann vd., 1995; Boyce ve Bucher, 1996).

Baculovirus’lerle ilgili 6nemli bir husus da baculovirus sayesinda saglanan katki ve
faydalarm, heniiz baslangi¢ asamasinda olmast ve bu yiizden bu teknolojinin gelecekte

biyiik istikbal vadetmesidir.

1.2.8. Tezin Amaci

Hyphantria cunea ve Lymantria dispar, yaz aylari boyunca uzun bir siire ziraat ve
ormancihikta birgok bitkide ve Ulkemizin 6nemli ihra¢ Uriinlerinden biri olan findik
tizerinde 6nemli zararlar yapan Lepidoptera ordosuna ait boceklerdir. Ulkemizde bu iki
zararl ve hatta diger findik zararlilarina kargt kullanilmak {izere bir mikrobiyal miicadele
ajam olarak, baculovirus’lerin arastirilmas: heniiz baslangi¢ asamasindadir. Hyphantria
cunea’dan izole edilmis, Hyphantria cunea niikleopolihedroviriis (HcNPV), baculovirus
cinsine ait bir viriistiir. Bu virlisin genom ozellikleri ve replikasyonuyla ilgili bazi
¢alismalar yapilmis ve virlisin Spodoptera frugiperda TPLB-Sf21 hiicrelerinde replike
oldugu gosterilmistir. Ancak, aralarinda 6zellikle Lymantria dispar IPLB-LdElta hiicre
kiiltiirii de olmak tUzere birgok hiicre kiiltiiriinde konak spektrumuyla ilgili bilgiler
bulunmamaktadar. Bu nedenle, bu doktora tezinde, Hyphantria cunea
niikleopolihedroviriis’intin ~ Lymantria  dispar  IPLB-LdElta hiicre  kiiltiiriindeki
sitopatolojisi, replikasyonal ve transkripsiyonal 6zellikleri ve konak spektrumuyla ilgili

ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmstir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Hiicreler, Besiyeriler ve Viriis

Bu c¢alismada, Spodoptera frugiperda IPLB-Sf21 (Vaughn vd., 1977) ve Lymantria
dispar IPLB-LdElta (Lynn vd., 1988) hiicre kiiltiirleri kullanildi. Sf21 hiicreleri 151 ile
inaktif edilmis, %10 fetal bovine serum (FBS, Sigma) katkili TNMFH (Grace’s Insect
Medium, Sigma, Trichoplusia ni medium, Hink, 1970) besiyerinde, 28°C’de 6’sar giin
arayla biiyiitiiliip, 1:5 oraninda yeniden kiiltir edildi (Demirbag vd., 1997). LdElta
hiicreleri ise katkisiz ExCell 400 (JRH Biosciences) besiyerinde, yine 28°C’de 5’er giin
arayla bliyiitiillip, 1:6 oraninda yeniden kiiltiir edildi (Lynn, kigsisel bilgi).

Bu hiicrelerin enfeksiyonlarinda Hyphantria cunea niikleopolihedroviris (HcNPV)
kullanmildi. Lee ve Miller (1978) tarafindan dogal olarak hastalanmis Hyphantria cunea
larvalarindan izole edilmis HeNPV, H. H. Lee (Kon Kuk Universitesi, Biyoloji Béliimil,
Seoul, 133-701, Korea)’den temin edildi.

2.2. Stok Viriis Uretimi

Hyphantria cunea nikleopolihedroviriis (HcNPV) stoklart in vitro olarak duyarli
Sf21 hiicrelerinde (Lee, 1987) iiretildi. Hiicreler, 1,8 x 10 hiicre/150 cm” olacak sekilde
kiiltiir kabina (Grainer) ekildi. Kiiltiir kabi, hiicrelerin tabana tutunmasi i¢in oda
sicakliginda bir saat bekletildi. Tutunma siiresinden sonra besiyeri tamamen uzaklastirildi.
Hiicreler, MOI (hiicre bagina diisen enfeksiyon yapan viriis sayisi) 1 ve inokiilim 4 ml
olacak sekilde katkisiz TNMFH besiyeri ile enfekte edildi. Viriisiin hiicrelere tutunmasi
icin kiiltiir kab1 oda sicakliginda, diisiik hizda bir saat sallanarak bekletildi. Inokiiliim
uzaklagtirildi, 20 ml katkilh TNMFH besiyeri ilave edildi ve viriis tiretimi igin 28°C’de
inkiibasyona birakild1 (Summers ve Smith, 1987). Hiicreler %80-90 oraninda polihedral
inkliizyon yap1 (PIB) ihtiva edene kadar (enfeksiyondan 3-4 giin sonra) inkiibasyona
devam edildi. Uretilen esktraselliiler viriislerin, hiicre kalmtilari ve PIB’lerden ayrilmasi

i¢in besiyeri-hiicre siispansiyonu 2.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonunda



20

cktraselliiler viriis ihtiva eden istteki sivi alimip, 4°C’de muhafaza edildi (Demirbag vd.,

1997).

2.3. Stok Viriis Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Viriis konsantrasyonu doku kiltlirii enfektif doz %50 (TCIDsy) deneyi yapilarak
tespit edildi (Brown ve Faulkner, 1975). TCIDso, inokiile edilen hiicre kiiltiriintin
%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 virtis ihtiva eden slispansiyon 10" den 10%¢ kadar seyreltildi. Bu
seyreltiklere esit hacimde 2,5 x 10° hiicre/ml olacak sekilde duyarli Sf21 hiicreleri ilave
edildi. Olusan her hiicre-viriis karisimindan 60 gozIli Terazaki (Grainer) kabimin gozlerine
6’sarl1 olarak 10’ar pl transfer edildi (Summers ve Smith, 1987) ve kap nemli bir poset
igerisinde 3-7 giin 28°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun 3. giiniinden sonra hiicreler
mikroskobik olarak incelendi ve sonuglar sitopatik etkilerin varligi veya yoklugu seklinde
kaydedildi. Kiiltiir ortamindaki tomurcuklanmus viriis titerleri TCIDsy’ye gore hesapland:
(Brown ve Faulkner, 1975). Bunun i¢in son-nokta titrasyon tablolar 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.

2.4. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriisiiniin LdElta Hiicrelerindeki

Verimliligi

Hyphantria cunea niikleopolihedroviriis (HCNPV)’ii LdElta hiicrelerinde ¢alismaya
baslamadan once, bu hiicrelerin HcNPV igin tiretkenligi tespit edildi. L.dElta hiicreleri, 3 x
10° hiicre/T25 ¢cm? yogunlukta kiiltiir kabina (Grainer) birakildi ve MOI 1 olacak sekilde
HcNPYV ile enfekte edildi (Summer ve Smith, 1987). Kiiltiir kabi 28°C’de 5 giin inkiibe
edildikten sonra, ekstraselliiler viriisleri ihtiva eden kiiltiir stvis1 alind1 ve 2.000xg’de 10

dakika santriftij edildi. Siipernatant yeni bir tlipe transfer edildi ve ekstraselliller viriis
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miktar1 duyarh Sf21 hiicrelerinde belirlendi (Brown ve Faulkner, 1975) ve Reed ve

Muench (1938)’e gore hesaplandi.

2.5. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olmus Hiicrelerde

Sitopatik Etkilerin Gozlenmesi

Sitopatik etkileri tespit etmek i¢in Sf21 ve LdElta hiicreleri HCNPV ile enfekte
edildi. Bunun i¢in hiicreler 1 x 10° hiicre/gdz olacak sekilde 6 gozlii kaba (Grainer)
birakildi. Bir gece 28°C’de bekletildikten sonra MOI 20 olacak sekilde Sf21 hiicreleri i¢in
katkisiz TNMFH ve LdElta hiicreleri igin katkisiz ExCell 400 besiyerileri kullamlarak
HceNPV ile enfekte edildi.  Virtsiin hiicrelere tutunmasi igin 2 saat boyunca oda
sicakliginda diisik hiz sallayici (Red Rocker, Hoefer) {iizerinde sallamir durumda
bekletildikten sonra, inokiiliim uzaklastirildi ve 3 ml taze besiyeri (Sf21 icin katkili
TNMFH, LdElta i¢in katkisiz ExCell 400 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 ve 72 saat sonra hiicreler 151k mikroskobu ile
incelendi ve meydana gelen CPE’ler kaydedildi ve enfeksiyondan sonra aym saatlerde

hiicrelerin fotograflar: inverted 151k mikroskobu (Prior) ile ¢ekildi.

2.6. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olmus Hiicrelerde

Uretilen Ekstraselliiler Viriislerin Cogalma Egrisi

Sf21 ve LdElta hiicreleri, yukarida bahsedildigi gibi hiicreler 1 X 10° hiicre/goz
olacak sekilde 6 go6zlii kaba (Grainer) birakildi ve MOI 20 olacak sekilde HcNPV ile
enfekte edildi. Enfeksiyondan 0, 24, 48 ve 72 saat sonra, kiiltiir sivis1 alindi. Ektraselliiler
virtsleri hiicre kalintilar1 ve PIB’lerden ayirmak i¢in 2.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi
(Demirbag vd., 1997). Virlsleri ihtiva eden slipernatant alind1 ve 4°C’de muhafaza edildi.
Belirtilen saatlerde toplanan ekstraselliiler viriislerin konsantrasyonlar1 TCIDs, yontemiyle
hesaplandi (Brown ve Faulkner, 1975). Bulunan degerler x, y koordinat sisteminde x

ekseni zamani, y ekseni de log TCIDs,’yi gosterecek sekilde viriis bilyiime egrisi ¢izildi.
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2.7. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis DNA Replikasyonunun Slot Blot

Hibridizasyonuyla Belirlenmesi

2.7.1. Prob Gelistirme

2.7.1.1. Autographa californica Niikleopolihedroviriis DNA’siin izolasyonu

St21 hiicreleri 5 x 10° hiicre/petri olacak sekilde 35 mm’lik petri kaplarina (Costar)
birakildi. Bir gece 28°C’de bekletildikten sonra MOI 20 olacak sekilde Autographa
californica niikleopolihedrovirlis (AcMNPV) ile enfekte edildi ve 28°C’de inkiibasyona
devam edildi. Enfeksiyonu takiben 3 giin sonra (polihedral inkliizyon yapilarin olustugu)
AcMNPV DNA’s1 izole edildi (Invitrogen, 1996). Hiicreler 5.000 rpm’de 3 dakika
cOktiiriildii. Stipernatant alind1 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 ¢6ziildii 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 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz aliip, sodyum
asetat, glikojen ve %100’1uk etanol ilave edildi. Coktirme igin 20 dakika -20°C’de
bekletildikten sonra, 4°C’de 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Cokelti %70’lik
alkol ile yikandi ve 10 pl steril ddH,0O’da ¢6ziildii ve 4°C’de muhafaza edildi.

2.7.1.2. Autographa -californica Niikleopolihedroviriis DNA’smmin PCR ile

Cogaltilmasi

Prob gelistirmek {izere yukaridaki gibi izole edilmis AcMNPV DNA’s1 polihedrin
geni i¢in diizenlenmis (De Moreas ve Maruniak, 1997) F: 5 TAC GTG TAC GAC AAC
AAG T-3 ve R: 57 TTG TAG AAG TTC TCC CAG AT-3" primerleri kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) termal cycler aletinde (Hybaid PCR Sprint Thermal
Cycler) ¢ogaltildi (Woo, 2001). Reaksiyon karisimi, 4 ul viral DNA (AcMNPV), 5 ul
(10X) PCR tamponu, 1 pl (10 mM) dANTP kangimi, 2’ser pl forward ve reverse primer
DNA’s1 (10 pM), 3 ul MgCl, (25 mM), 0.5 pl Taq DNA (2.5 u) ve 50 pl’ye tamamlanacak
sekilde steril ddH,O ilave edilerck hazirlandi. PCR reaksiyonu ise denaturasyon igin

94°C’de 2 dakika bekletildikten sonra, 55°C’de 2 dakika, 72°C’de 3 dakika ve 94°C’de 1
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dakikaya ayarlanarak 30 dongii seklinde yapildi ve son olarak da 72°C’de 7 dakika
bekletilerek reaksiyon durduruldu. PCR reaksiyonu sonunda olusan iiriin %]1°lik agaroz

jelde yuriitildii.

2.7.1.3. PCR Uriiniiniin Elde Edilmesi ve Probun Isaretlenmesi

Agaroz jelde yuritildiikten sonra UV 1sig1 altinda gériinen DNA fragmenti
kesilerek jelden g¢ikarildi. PCR sonucu g¢ogaltilmis DNA fragmentini ihtiva eden jel
pargasi, cam pamugu kullanilarak hazirlanmis, fragmenti jelden temizleme initesinde,
13.000xrpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Jel par¢alari cam pamuga takilip kalirken, DNA
fragmenti s1v1 ile birlikte tiipiin alt kisminda toplandu.

Bir mikrosantrifiij tiipline, temizlenmis DNA fragmentinden 16 ul (~ 1 pg) birakildi
ve kaynar suda 10 dakika bekletildi. Hemen buz iizerine ahmip karistirildiktan sonra DIG
High Prime DNA Labeling ve Detection Starter Kit I (Roche Diagnostics Gmbh, Kat. No:
1 745 832)’e ait isaretleme ¢Ozeltisinden 4 ul ilave edildi ve nazikce santrifiij edildi.
Karisim, 37°C’de 16 saat inkiibe edilerek isaretleme gergeklestirildi. Sonra 65°C’de 10
dakika bekletilerek reaksiyon durduruldu ve isaretli prob —20 °C’de muhafaza edildi.

2.7.2. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olmus Hiicre

Lizatlarimn Hazirlanmasi ve Nitroseliilloz Membrana Gegcirilmesi

Sf21 ve LdElta hiicreleri 1 x 10® hiicre/goz olacak sekilde 6 gozlii kiiltir kabina
(Costar) birakildi. Hiicrelerin tabana tutunmasi igin gece boyu bekletildikten sonra, MOI
20 olacak sekilde HcNPV ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 0, 6, 12, 24 ve 48 saat sonra
hiicreler pargalanarak karigim haline getirildi (Demirbag, 1993). Bunun icin 6nce besiyeri
tamamen uzaklagtirildi.  Hicreler, 800 ul 0,5 N NaOH ilave edilip, pipetlenerek
pargalandi. NaOH’in nitroselilloz membram pargalayabilecegi diisiiniildiigii i¢in karisim
notralize etmek amaciyla 80 pl 10 M amonyum asetat ilave edildi ve olusan lizat
kullanmihincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi.

Immobilon Transfer Membran (Sigma) gerekli 6l¢iilerde kesildi, 2XSSC (3M
NaCl, 0,3 M sodyum sitrat) tamponunda 5 dakika bekletildi ve slot blot iinitesine (Hoefer

Scientific Instruments) yerlestirildi. Hiicre karigimlarindan 100’er pl (nitenin
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kuyucuklarma yiiklendi ve vakum ile membrana gegirildi. Uniteden gikarilan 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 6ncesi, hibridizasyon tampohu (%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 (izerine
alindi. Tampon bir miktar sogutulduktan (yaklasik 42°C) sonra iginde, daha once hiicre
lizatlarinin geg¢irildigi membram ihtiva eden hibridizasyon tiipiine aktarildi.  Sonra,
42°C’ye ayarlanmug hibridizasyon firmminda (BINDER) 16 saat (yaklasik gece boyu)
dénddrilerek bekletildi. Bir sonraki giin, yeni bir tampon alindi ve 5 pl isaretli AcMNPV
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 bogaltild1 ve 42°C’ye ayarlanmis hibridizasyon
firminda (BINDER) gece boyu hibridizasyona tabi tutuldu. Sonraki sabah, tlpin
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 sallayic lizerinde yikandi. Membran, 20 ml maleik asit tamponunda (0,1 M
maleik asit, 0,15 M NaCl, pH 7,5) sallayic1 iizerinde 5 dakika yikandiktan sonra, 70 ml
bloklama soliisyonunda (Maleik asit tamponuna 1:10 oraminda 10X bloklama soliisyonu
(vial 6) ilave edilir) 30 dakika sallayici lizerinde bekletildi.

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

%0,3 oraninda %100’lik 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 iizerinde 5 dakika bekletildi. Taze olarak hazirlanmig 10
ml renk soliisyonunda (10 ml belirleme soliisyonuna 200 ul vial 5’ten ilave edilir) kapah
bir sekilde ve karanhkta 10-15 dakika (renk olugmasi i¢in gerekli zaman) bekletildi.
Olusan bantlarin koyulagmasi yeterli olunca, membran tarayicida (Mustek) taranarak

bilgisayar ortamina aktarildu.

2.8. HcNPV-Protein Sentezinin SDS-PAGE Yontemiyle Belirlenmesi

Sf21 ve LdElta hiicreleri 1 x 10° hiicre/gdz olacak sekilde 6 gozlii kiiltiir kabina
birakildi ve MOI 20 olacak sekilde HCNPV ile enfekte edildi. Enfeksiyondan 0, 24, 48 ve
72 saat sonra protein karisimlan elde edildi (Bilimoria vd., 1993). Hiicreler tabandan
koparildi ve 4°C’de, 5.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢okelti olusturuldu (Demir
vd., 2000). Siipernatant atildi ve ¢okelti 100 ul pargalama ¢ozeltisinde (50 pg/ml leupeptin
ve 100 pg/ml pepsitatin A ihtiva etmekte olan PBS igerisinde hazirlanmis %0,1°lik Triton
X-100) vortekslenerek ¢Ozilldi. Buz tzerine yerlestirilerek her 10 dakikada bir
vortekslenerek 45 dakika bekletildi. Elde edilen karisim, 1.000xg’de, 4°C’de, 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant alinarak —-30°C’de muhafaza edildi (Invitrogen, 1996).
Protein 6reklerine muamele tamponu (60 mM Tris-HCI (pH 6,8), %25 Gliserol, %2 SDS,
%3 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 bantlari 30 mA akim kullanilarak ayrildi.

Yiirtitme islemi 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 ¢dzeltisinde bekletilerek fazla boya yikandiktan sonra,
%7 asetik asit ve %5 metanol ¢6zeltisine alindi. Daha sonra jel, tarayicida (Mustek)

taranarak bilgisayar ortamina aktarildi.
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2.9. HeNPV-polh Gen Transkripsiyonunun RT-PCR Yoéntemiyle Belirlenmesi

2.9.1. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olan Hiicrelerden
Toplam RNA Izolasyonu

Sf21 ve LdElta hiicreleri 1 x 10° hiicre/goz olacak sekilde 6 gozlii kiiltiir kabina
birakildi ve MOI 20 olacak sekilde hiicreler HCNPV ile enfekte edildi. Toplam RNA
Trizol (Gibco, BRL) kullamlarak firma tarafindan tavsiye edildigi gibi enfeksiyondan 10,
12, 16 saat sonra hiicrelerden izole edildi. Izolasyon igin gozlerdeki besiyeri tamamen
uzaklagtirildi ve her géze 1 ml TRI REAGENT ilave edildi. Pipetlenerek, hiicrelerin
tamamen tabandan kopmasi ve parcalanmasi saglandi. Ornekler 5 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 0,2 ml kloroform ilave edilerek, 15 saniye yavasca alt iist edildi ve oda
sicakhiginda 10 dakika bekletildi. Karigim 12.000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi.
Ust faz yeni bir tiipe transfer edilip, buna 0,5 ml izopropanol ilave edildi ve yine 15 saniye
yavasca alt Uist edildi. Oda sicakhifinda 5-10 dakika bekletildikten sonra 12.000xg’de
4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim uzaklastirildi ve ¢okeltiye 1 ml %70’lik
etanol ilave edilerek yikandi. Karisim, 7.500xg’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. RNA
¢okeltisi hava ile 10-15 dakika hizli bir sekilde kurutulduktan sonra, RNaz ihtiva etmeyen
30 ul ddH,0’da ¢ozilldii ve —20°C’de muhafaza edildi. Izole edilen RNA uzun siireli
saklama i¢in -80°C’de bekletildi.

RNA’nin konsantrasyonu 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgildii. Bu
dalga boyundaki her bir iinite absorbans degeri 40 ug/ml RNA’ya karsilik gelmektedir.

2.9.2. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

HeNPV ile enfekte olmug Sf21 ve LdElta hiicrelerinden enfeksiyondan 10, 12 ve 16
saat sonra daha Once belirtildigi gibi izole edilen RNA’lar, polh (polihedrin geni) igin 6zel
olan F: 5 TAT GTT TAT GAT AAT AAA-3’ ve R: 5" TTG TAA (G) AAG TTC(T) TCC
CAG-3’ primerler kullamlarak reverse transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) analizi gerceklestirildi (De Moreas ve Maruniak, 1997). Reaksiyon karigimi, 1 ul
RNA (2 pg), 0,5 ul dNTP (10 mM), 0,5’er ul forward ve reverse primeri (10 mM), 5 ul
5X ¢DNA sentaz tamponu, 1 pl MgSO4 (25 mM), 0,5 ul AMV reverse transkriptaz (0,5
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Unite), 0,5 pl Tfl DNA polimeraz (0.5 {inite) ve 16 pl steril ddH,O ilave edilerek 25 pl
olarak hazirlandi. Reaksiyon 94°C’de 2 dakikalik denaturasyonun ardindan, 94°C’de 30
saniye, 60°C’de 1 dakika ve 68°C’de 2 dakika bekletilerek 40 dongi yapildi ve 68°C’de 7
dakika bekletilerek sonlandirildi. PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde elektroforez edildi ve

tarayicida taranarak bilgisayara aktarild:.

2.10. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis’iiniin Insektisidal Etkisi

Sf21 ve LdElta hicrelerinde tretilen PIB’lerin insektisital etkileri Lymantria dispar
ve Hyphantria cunea larvalarinda belirlendi. Bunun igin ilk olarak, 1 x 10° hiicre/goz
olacak sekilde hiicreler 6 gozlii kiiltiir kabina birakildi ve MOI 20 olacak sekilde hiicreler
HcNPV ile enfekte edildi.  Uretilen PIB’ler enfeksiyondan 5 giin sonra izole edildi
(Federici ve Hice, 1997) ve 1 x 10’ PIB/ml konsantrasyonda karigimlar hazirlandi
(Bischoff ve Slavicek, 1997). Bu kanisimlardan, larvalarin dogal olarak beslendikleri aym
buytiklikkteki findik yapraklarina bulagtirildi.  Saglikli 3. instar L. dispar ve H. cunea
larvalar1 10’arli gruplar halinde kutulara yerlestirildi ve 4 saat a¢ birakildi (Hwang vd.,
1998). Boylece hazirlanmig larvalar PIB bulastinlmis besinlerle beslendi. Besinler
bittikten sonra larvalar taze findik yapraklarniyla beslenmeye devam edildi. Testler,
2612°C’de ve %60 nem oraninda 12:12 151k periyodunda gergeklestirildi (Mitchell ve
Smith, 1985). Her giin kontrol edilen kutulardaki &lii larvalar alindi. Her iki hiicrede de
iretilen PIB’ler igin 120°ser larva kullamlarak testler ti¢ tekrarli yapildi ve uygulama
stireleri L. dispar igin 15 giin, H. cunea i¢in ise 10 giin olarak devam ettirildi. Toplam o6li
larva sayilan belirlendikten sonra insektisidal etki Abbott formuliyle {100 X (% test grubu
6lim - % kontrol grubu 6lim) / (% 100 — % kontrol grubu 6lim)} hesaplandi (Abbott,
1925).



3. BULGULAR

3.1. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis’iiniin LdElta Hiicrelerindeki

Verimliligi

Hyphantria cunea niikleopolihedroviriis (HcNPV)’iniin LdElta hiicrelerinde
dretim verimliligini test etmek i¢in, LdElta hiicreleri HcNPV ile enfekte edildi.
Enfeksiyondan 5 giin sonra kiiltiir sivis1 almip, Sf21 hiicrelerinde ekstraselliiler virls
konsantrasyonu “doku kiltiirii enfektif doz-50 (TCIDsp)’ye gore hesaplandi. Buna goére
viriis konsantrasyonu 1,7 x 107 pfu/ml olarak bulundu. Bu degerin, HCNPV’nin LdElta
hiicrelerindeki sitopatolojisi, replikasyonu, transkripsiyonu ve konak spektrumuyla ilgili

ozelliklerinin ortaya gikarilmasi agisindan yeterli oldugu diistiniildi.

3.2. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olan Sf21 ve LdElta

Hiicrelerinde Meydana Gelen Sitopatik Etkiler

Sf21 hiicrelerinin kontrol olarak kullamildig1 ¢alismada, LdElta hiicrelerinin /7.
cunea niikleopolihedroviris’e karsi olan duyarliligi test edildi. Hiicreler 12 saat
araliklarla mikroskopta incelendi. Hiicrelerde meydana gelen sitopatik etki (CPE)’ler
kaydedildi ve kontrol hiicreleriyle karsilastirildi. Hiicrelerde meydana gelen
degisikliklerin 12 saat araliklarla fotograflan ¢ekilmesine ragmen, CPE’lerin en agik
sekilde goriildikleri saatlere ait fotograflar (enfeksiyondan 0, 24, 36, 48 ve 72 saat
sonra) kullanildi.

Hiicrelerde, enfeksiyondan O saat sonra, viriis enfeksiyonuna ait 6zel bir belirtiye
rastlanmadi ve enfekte hiicrelerin kontrol hiicreleri ile aym goriintiide olduklan
belirlendi. Enfeksiyondan 24 saat sonra Sf21 hiicrelerinde enfeksiyonun ilk belirtisi
olarak ortaya c¢ikan sitopatik etkiler hiicrelerin “stresli olmalari, graniillesmeleri ve
irilesmeleri”dir (Sekil 6).  Ayrica, hiicre béliinmesinin durdugu da kontrol ile

karsilastinlldiginda hiicre sayisinin artmamig olmasindan anlasildi. Ayni siirede, LdElta
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Sf21 LdElta

24 saat

kontrol : oy it ,

§ oy i ;
i s : W i

Sekil 6. H. cunea NPV ile enfekte olmus Sf21 ve  LdElta hiicrelerinde 0 ve 24.
saatlerde meydana gelen sitopatik etkiler. Inverted 151k mikroskobunda
10X20°lik biiyiitme. Rakamlar: Enfeksiyondan sonra gecen zaman, s:
Enfekte olmus stresli ve irilesmis hiicre
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hiicrelerinde herhangi bir enfeksiyon belirtisine rastlanmadi ve kontrol hiicreleriyle ayni
goriintiiye sahip olduklar tespit edildi.

Enfeksiyondan sonra gecen siire arttikga (36 saat) bazi Sf21 hiicrelerinin
sekillerinde “elips seklini alma veya uzama” gibi degisikliklerin meydana geldigi tespit
edildi. Ayrica, Sf21 hiicrelerinde polihedral inkliizyon yap: (PIB)’larin olusumu, ilk
olarak enfeksiyondan 36 saat sonra gozlendi (Sekil 7). Bu arada hiicrelerdeki
“esmerlesme, irilesme ve elips seklini alma” gibi sitopatik etkilerin arttifn da tespit
edildi. Bu saat itibariyla Sf21 hiicrelerinin yaklasik olarak %60-65’inin PIB ihtiva ettigi
ve kontrol ile karsilastirildiginda canli goriiniimden ¢ok uzak olduklar1 belirlendi.
LdElta hiicrelerinde enfeksiyona bagli olarak meydana gelen ilk degisiklik,

(13

enfeksiyondan 36 saat sonra tespit edilen, hiicrelerin “stresli olmalari ve irilesmeleri” idi
(Sf21 hiicrelerinde enfeksiyondan 24 saat sonra oldugu gibi).

Enfeksiyondan 48 saat sonra Sf21 hiicrelerinin %95 oraninda PIB ihtiva ettikleri,
hiicrelerin “iyice esmerlestikleri, sekil bozukluklarinin arttigi ve ¢ogu hiicrenin tabandan
koptugu” tespit edildi. Enfekte olmus hiicrelerin kontrolden ¢ok farklr bir goriintii
icerisinde olduklari, kontrol hiicrelerinin ise boliinmeye devam ettikleri belirlendi. P1B,
LdElta hiicrelerinde ilk olarak enfeksiyondan 48 saat sonra tespit edildi (Sekil 7).
Hiicrelerin yaklasik %40’inda PIB tespit edilmesine ragmen, ¢ok bliyiik bir kisminin
enfekte oldugu “stresli olmalan ve graniillesmelerinden” anlagildi. Kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda hiicre bsliinmesinin ¢ok agik bir sekilde durdugu goriildii.

Enfeksiyondan 60 saat sonra Sf21 hiicrelerinde PIB ihtiva etme orant %100’e
ulasirken, LdElta hiicrelerinde ise hiicrelerin “irilesme ve graniillesme”sinin devam ettigi
ve daha ¢ok hiicrenin bu goriintiiye sahip oldugu belirlendi.

Enfeksiyondan 72 saat sonra Sf21 hicrelerinin PIB ile doldugu, bunlarin bazi
hiicrelerde yogun bir halde birleserek “siyah kiimeler” olusturdugu, bazi hiicrelerde ise
parlak kristal gseklinde olduklar1 tespit edildi. Ayrica, hiicrelerin par¢alanmasiyla
PIB’lerin kiiltiir ortamina dagildiklar ve hiicrelerin ¢ok biiyiik bir kisminin tabandan
koparak kultiir ortaminda ylizdiigi gézlendi (Sekil 8). Enfeksiyondan 72 saat sonra
LdElta hiicrelerinin %90’nin PIB ihtiva ettigi belirlendi. Bu hiicrelerin Sf21 hiicrelerine
gére daha yogun PIB ihtiva ettigi ve bu PIB’lerin daha kii¢iik oldugu tespit edildi.
LdElta hiicrelerinin Sf21 hiicrelerine gore daha az tahrip oldugu gézlendi ve hatta 72
saat sonunda LdElta hiicre kiiltiiriinde pargalanan hiicreye rastlanmadi. Hiicrelerin

yuvarlak olduklarn ve az sayida hiicrenin tabandan kopmus oldugu tespit edildi.
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Sf21 LdElta

kontrol

Sekil 7. H. cunea NPV ile enfekte olmus Sf21 ve  LdFElta hiicrelerinde 36 ve 48.
saatlerde meydana gelen sitopatik etkiler. Inverted 151k mikroskobun
10X20’lik biiylitme. Rakamlar: Enfeksiyondan sonra gecen zaman, s:
Enfekte olmus stresli ve irilegmis hiicre, u: uzamus hiicre, PIB: Polihedral
inkliizyon yap1
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S21 LdElta

72 saat

kontrol E N

Sekil 8. H. cunea NPV ile enfekte olmus Sf21 ve LdElta hiicrelerinde 72. saatte
meydana gelen sitopatik etkiler. Inverted 151k mikroskobunda 10X20’lik
biiyitme. Rakam: Enfeksiyondan sonra gegen zaman, p: Parcalanmug
hiicre

3.3. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olmus Sf21 ve
LdElta Hiicrelerinde Uretilen Ekstraselliiler Viriis Miktar1 ve
Cogalma Egrisi

Enfeksiyondan 0, 24, 48 ve 72 saat sonra kiiltiir besiyeri alind1 ve ihtiva ettigi
ekstraselliiler virlis konsantrasyonu doku kiiltiirii enfektif doz-50 (TCIDsp)’ye gore

hesaplandi. Bu hesaplama sonunda her iki hiicrede de ekstraselliiler viriis tretildigi
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tespit edildi. Enfeksiyondan sonra drnek alinan tiim saatlerde Sf21 hiicrelerinde iiretilen
ekstraselliler viriis miktarinin LdElta hiicrelerde iretilenlerden daha fazla oldugu
belirlendi.

Enfeksiyondan 0 saat sonra her iki hiicrede de 10* seviyelerinde bir temel titer
belirlendi. Enfeksiyondan 24 saat sonra Sf21 hiicrelerinde iiretilen ekstraselliiler viriis
miktar1 3,87 x 10° pfu/ml (temel titerin yaklasik 10* kat1) olarak hesaplanirken, L.dElta
hiicrelerindeki ekstraselliiler viriis miktarimin 5,6 x 10* pfu/ml (temel titerin yaklasik 4
kati) oldugu bulundu. Enfeksiyondan 48 saat sonra, Sf21 hiicrelerinde ekstraselliiler
viriis iretim miktart artmakla birlikte (1,6 x 10° pfu/ml) hizinda bir azalma
(enfeksiyondan 24 saat sonra iiretilen viriis miktarinin yaklasik 10 kati) gdzlenirken,
LdElta hiicrelerinde iretilen ekstraselliiler viriis miktarindaki en biiyiik artigin 5,6 X 10%
pfu/ml (enfeksiyondan 24 saat sonra iiretilen viriis miktarin yaklasik 10* kat1) olarak
meydana geldigi hesaplandi. Enfeksiyondan 72 saat sonra ise Sf21 ve LdElta
hiicrelerinde iiretilen ekstraselliiler viriis miktarinin sirasiyla 5,6 x 10° pfu/ml ve 1,77 x
10” pfu/ml oldugu tespit edildi. Sf21 hiicrelerinde LdElta hiicrelerine gore yaklasik 3 kat
fazla olmakla birlikte her iki hiicrede de 10° seviyelerinde ekstraselliiler viriis tiretildigi
ve bdylece, daha Onceki saatlerde olusmus ¢ok biiyiikk farkin da kapanmis oldugu
belirlendi.

Her iki hiicrede tiretilen ekstraselliler virlis miktar logaritmasi y ekseni, zaman

ise x ekseninde gosterilerek viriis gogalma egrisi Sekil 9’daki gibi ¢izildi.
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Sekil 9. H. cunea NPV’nin Sf21 ve LdElta hiicrelerinde ¢ogalma kinetigi. X
ekseni: Zaman; 0, 24, 48 ve 72 enfeksiyondan sonra érnek alinan
saatler, Y ekseni: Viriis konsantrasyonu; Log TCIDsy / ml X 10°

3.4. Sf21 ve LdElta Hiicrelerinde Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis
DNA Replikasyonu

Sf21 ve LdElta hiicre kiiltiirlerinde HcNPV 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 ve 6 saat sonra herhangi bir bant olusmamasi prob ile hibritlesecek
DNA’nin ortamda olmadigini, yani DNA replikasyonunun meydana gelmedigini
gostermektedir. Ancak, enfeksiyondan 12 saat sonra ¢ok koyu olmamakla birlikte, her
iki hiicrede de olusan bantlar DNA replikasyonunun gergeklestigini g&stermektedir
(Sekil 10). Ortaya ¢ikan bu sonug¢ hem Sf21 hem de LdElta hiicrelerinde Hyphantria
cunea niikleopolihedroviriis’iin replike oldugunu ve bu replikasyonun enfeksiyondan 12
saat sonra bagladifini gostermektedir. Enfeksiyondan sonra 24 ve 48 saate dogru zaman
ilerlediginde, hibridizasyon sonunda olusan bantlarin daha da koyulastig1 Sekil 10’dan

rahatlikla anlagiimaktadir.
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Sf21

LdElta

Sekil 10. H. cunea NPV ile enfekte olmus Sf21 ve LLdElta hiicrelerinde
viral DNA replikasyonu. DNA replikasyonu slot blot
hibridizasyon  yontemiyle  belirlendi. Rakamlar;
enfeksiyondan sonra gecen zaman, bantlar, AcMNPV probu
ile hibridizasyona girmis enfekte hiicrelerdeki HcNPV
DNA’s1

3.5. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis ile Enfekte Olmus Sf21 ve
L.dElta Hiicrelerindeki Protein Profilleri

HcNPV’ye ait proteinlerin bazilarinin Sf21 ve LdFElta hiicrelerinde sentezlenip
sentezlenmedikleri SDS-Poliakrilamid jel elektroforez analizi ile tespit edildi. NPV’ler
icin ¢ok karakteristik olan ve en ge¢ fazda bol miktarda iiretilen proteinlerden biri olan
polihedrinin her iki hiicrede de (LdElta hicrelerinde ¢ok ince bir bant halinde de olsa)
enfeksiyondan 24 saat sonra yaklasik 28.000 Da agirliginda bir bant olarak ortaya ¢ikti1
tespit edildi. Ayni protein LdElta hiicrelerinde enfeksiyondan 48 saat sonra ¢ok daha net
ve acik bir sekilde goriildii (Sekil 11). Baculovirus replikasyonunda bu proteinin
goriilmesi, replikasyonun tamamlanmasi agisindan olduk¢a onemlidir. Polihedrinden
baska yaklasik 37.000, 30.000, 23.000 ve 14.000 Da agirliklarinda HcNPV’ye ait viriis
proteinleri de yine ayni enfeksiyonda her iki hiicrede de tespit edildi. Ayrica, sadece
LdElta hiicrelerinde enfeksiyondan 48 saat sonra yaklagik 55.000 Da agirliginda bir
proteinin de ortaya ¢iktigi goriildii ve bunun enfeksiyondan 72 saat sonra da bol

miktarda tiretildigi belirlendi.
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Sekil 11. H. cunea NPV ile enfekte olmus Sf21 ve LdElta
hiicrelerinde protein sentezi. Protein sentezi %10’ luk
SDS-PAGE  yontemiyle belirlendi. Rakamlar:
Enfeksiyondan sonra gegen zaman (saat), K: Enfekte
olmamig, kontrol, S: Agirliklarn bilinen standart

proteinler, ¥¢: Polihedrin proteini, *: Her iki hiicrede de
ekspres olan viral proteinler, «: LdElta hiicrelerinde
ekspres olan protein

3.6. HcNPV-polh Geninin Sf21 ve LdElta Hiicrelerinde Transkripsiyonu

HcNPV ile enfekte Sf21 ve LdElta hiicrelerinden enfeksiyondan 10, 12 ve 16
saat sonra toplam viriis RNA’s1 izole edildi. Bu RNA, revers transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu igin kalip olarak kullanilarak polh gen transkripsiyonu RT-PCR
yontemiyle tespit edildi. RT-PCR sonunda, HCNPV-polh geni transkripsiyonunun her
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iki hiicrede de enfeksiyondan 10 saat sonra transkrip (750 bp) oldugu agaroz jelde
yurttiilerek gosterildi (Sekil 12).

Sekil 12. H. cunea NPV-polh gen transkripsiyonunun Sf21
ve LdElta hiicrelerinde RT-PCR reaksiyon
tirtinlerinin %1°lik agaroz jelde goriintileri. 1, 3
ve 5 numaralar: Sf21 hiicrelerinde ve sirasiyla
enfeksiyondan 10, 12 ve 16 saat sonra. 2, 4 ve 6
numaralar: LdElta hicrelerinde ve sirasiyla
enfeksiyondan 10, 12 ve 16 saat sonra

3.7. Hyphantria cunea Niikleopolihedroviriis’iiniin Insektisidal Etkisi

Sf21 ve LdElta hiicrelerinde Uretilen Hyphantria cunea NPV’ye ait PIB’lerin 3.
instar Hyphantria cunea ve Lymantria dispar larvalan tzerindeki insektisidal etkisi
biyoassay testleriyle belirlendi. Sf21 ve LdElta hiicrelerinde tretilen PIB’ler larvalara
ayr1 ayr1 uygulandi. Testler sonunda, Sf21 ve LdElta hiicrelerinde tiretilen PIB’lerin H.
cunea larvalan lizerinde sirasiyla %53,8 ve %50’lik bir insektisidal etkiye sahip oldugu
belirlendi. Aym hiicrelerde iiretilen PIB’lerin Lymantria dispar larvalan iizerindeki
insektisidal etkisi ise (yine sirasiyla) %64,16 ve %66,6 olarak hesaplandi. Her iki
hiicrede de iretilen PIB’lerin larvalar iizerindeki ortalama insektisidal etkilerine
bakildif1 zaman, H. cunea larvalan tizerinde %51,9 ve L. dispar larvalan iizerinde

%65,38’1ik bir insektisidal etkiye sahip olduklar1 goriildii (Sekil 13).
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Sekil 13. Sf21 ve LdElta hiicrelerinde tiretilen PIB’lerin H. cunea ve L.
dispar larvalart tzerindeki insektisidal etkileri. St-PIB:
Spodoptera frugiperda hiicrelerinde tretilen, Ld-PIB: Lymantria
dispar hucrelerinde iiretilen, ORT: Her iki hiicrede liretilen
PIB’lerin larvalar izerindeki ortalama insektisidal etkisi



4. IRDELEME

Hyphantria cunea larvalarindan izole edilen ve Baculoviridae familyasina ait olan
Hyphantria cunea nikleopolihedroviriis’iin gesitli Lepidoptera hiicrelerindeki replikasyon
oOzellikleri bugiine kadar yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Bu tez ¢alismasinda ise
aym virtsiin, daha once c¢alistlmis olan Spodoptera frugiperda Sf21 hiicrelerindeki
replikasyon bilgilerine bazi ilave sonuglar elde edilmis ve daha 6nce ¢alisilmamis olan
Lymantria dispar IPLB-LdElta hiicrelerinde de konak spektrumuyla ilgili 6zellikleri tespit
edilmistir.

Bu ¢alisma boyunca hiicre kiiltiirlerini enfekte etmek i¢in kullanilan HcNPV stok
virls konsantrasyonu (IPLB-Sf21 hiicre kiiltiiriinde {retilmis ve aymi hiicrelerde
konsantrasyonu belirlenmis) 0,69 x 10° pfu/ml idi. Arastirmalara baslamadan once,
Lymantria  dispar’a ait IPLB-LdElta hiicre kiltirinin  Hyphantria — cunea
niikleopolihedroviriis (HcNPV) igin iiretim verimliligi test edildi. Test sonunda, 5 glinliik
uygulama siiresince hiicrelerde 1,7 x 10’ pfu/ml konsantrasyonunda ektraselliiler viris
tiretildigi tespit edildi. HcNPV’nin Sf21 hiicre kiltiirindeki replikasyonunun gosterildigi
bir ¢alismada, 5 giin sonunda 3 x 10° pfu/ml viriis dretildigi Lee (1987) tarafindan
bulunmustur. Bu sonug, Sf21 hiicrelerinin LdElta hiicrelerinden daha verimli oldugunu
gosterdi. Ancak, McIntosh ve arkadaglar1 (1985), Lepidoptera takimina ait Trichoplusia
ni Tn-CL1, Spodoptera frugiperda 1PLB-S{21, Heliothis virescens BCIRL-Hv-AMI,
Heliothis zea BCIRL-Hz-AM3 ve Heliothis armigera BCIRL-Ha-AMI hiicre kiiltiirlerinde
5 baculovirus™in (Autographa californica MNPV, Spodoptera frugiperda MNPV,
Trichoplusia ni MNPV, Galleria mellonella MNPV ve Heliothis zea SNPV)
replikasyonunu ¢alismislar ve 107 pfu/ml’den daha diigiik degerler elde etmistir. Bunlara
ilave olarak, Autographa californica niikleopolihedroviriis’in Lymantria dispar hiicre
kiiltirinde ekstraselliller viriis tiretmedigi de McClintock ve arkadaglari (1986) tarafindan
gbstermistir. Bu bilgiler 1igida 1,7 x 107 pfu/ml konsantrasyonun Lymaniria dispar
IPLB-LdElta hiicrelerinde Hyphantria cunea niikleopolihedroviriisin replikasyonunu
calismak i¢in yeterli oldugu kabul edildi.

Calismada, Lepidoptera hiicre suslarindan Spodoptera fiugiperda’ya ait IPLB-Sf21

ve Lymantria dispar’a ait IPLB-LdElta hiicre kiltiirlerinin Hyphantria cunea’dan izole
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edilen niikleopolihedroviriise karsi (HcNPV) olan duyarliliklan aragtirildi.  Bunun igin
virlisiin bu hiicrelerdeki sitopatik etkileri, ekstraselliiler viris tiretimi, polihedral inkliizyon
yap1 (PIB) olusumu, protein sentezi, DNA replikasyonu ve polihedrin gen transkripsiyonu
incelendi.

Sf21 hiicrelerinin HCNPV’ye karsi olan duyarliliklari daha onceki calismalarla
belirlenmistir (Lee, 1987, Lee ve Lee, 1988) Bu c¢alismalar, HcNPV’nin S{21
hiicrelerindeki replikasyon 6zelliklerini PIB olusumuna kadar ortaya koymustur. Buna
ilave olarak, HCNPV’nin Spodoptera frugiperda hiicrelerine tutunmasinin biyokimyasal
analizleri de yapilmistir (Park vd., 1999). Bu veriler dogrultusunda Sf21 hiicrelerinin
HcNPYV ile enfeksiyonu bu ¢aligma igin genel itibariyle kontrol olarak kullanilmis ve bazi
ilave bilgiler de saglanmistir.

Sf21 hiicrelerinde, enfeksiyondan 12 saat sonra goriilmeye baslayan NPV
enteksiyonuna ait sitopatik etkilerin (CPE), enfeksiyondan 24 saat sonra agik bir gekilde
ortaya ¢iktigi tespit edildi. Lepidoptera hiicre kiiltiirlerinde NPV enfeksiyonun tipik
CPE’leri ‘“hiticrelerin irilesmesi, sitoplazmik uzantilarim kaybetmesi, graniillesmesi,
nukleusun kararmasi, hiicrelerin elips seklini almasi, PIB olusumu ve son olarak PIB’lerin
sagilarak hiicrelerin parcalanmasi”dir (Williams ve Faulkner, 1996; Blissard, 1996). Lee
(1987) tarafindan yapilan caligmada, HcNPV’nin Sf21 hiicrelerinde benzer CPE’ler
meydana getirdigi rapor edilmistir. Benzer sitopatik etkiler, Demirbag ve arkadaglari
(1997) tarafindan Autographa californica niikleopolihedroviriisin Spodoptera frugiperda
ve Anticarsia gemmatalis hiicre kiiltiirlerinde karsilagtirmali replikasyonunda da tespit
edilmigtir. ~ Yine benzer etkiler Castro ve arkadaslari (1997) tarafindan Anticarsia
gemmatalis niikleopolihedrovirlis’iin  Anticarsia gemmatalis UFL-Ag286, Spodoptera
Sfrugiperda 1PLB-Sf21, Choristoneura fumiferana TPRI-C{f124T ve Bombyx mori BM5
hiicre kiiltiirlerinde replikasyonunun arastinldigi bir ¢alismada da ortaya konulmustur.
Sf21 hiicrelerinde polihedral inkliizyon yap1 (PIB) olusumu enfeksiyondan 36 saat sonra
cok agik bir sekilde inverted 151k mikroskobuyla tespit edildi.

Yukarida belirtilen sitopatik etkiler ve PIB’nin ilk goriilmesi, LdElta hiicrelerinde
enfeksiyondan 48 saat sonra (Sf21 hiicrelerine gore yaklasik 12 saat geg) meydana geldigi
tespit edildi. Enfeksiyondan 72 saat sonra Sf21 hiicreleri par¢alanip, PIB’ler kiiltiir
ortamina dagilirken, LdElta hiicrelerinde boyle bir duruma rastlanmadi. Bdylece, LdElta
hiicrelerinin par¢alanmaya kars1 Sf21 hiicrelerine gore daha direncgli oldugu ortaya ¢ikt.

McClintock ve arkadaslari (1986), Ld652Y hiicrelerinde Autographa californica
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niikleopolihedroviriis’iin yar1 duyarl replikasyonunu gosterdikleri ¢alismada, AcMNPV ile
enfekte olan Ld652Y hiicrelerinde klasik sitopatik etkilerin meydana geldigini fakat,
enfeksiyon yapma kapasitesine sahip olan yavru viriis {iretiminin ger¢eklesmedigini rapor
etmistir. L. dispar hiicre kiiltiiriiniin ACMNPV i¢in yar1 duyarli olmasina ragmen, HcNPV
icin Uretken bir sistem olmasi olduk¢a Onemlidir. Cilinkii, AcMNPV
niikleopolihedroviriisler i¢in tip tiirii olarak kabul edilmektedir. Ayrica, L. dispar
niikleopolihedroviriis’iin Ld652Y hiicrelerinde replikasyon dongiisiiniin
karakterizasyonunun yapildigi ¢alismada Riegel ve Slavicek (1997), enfeksiyondan 24 saat
sonra esas itibariyle tim hiicrelerde tipik bir CPE tespit ederken, ilk PIB olusumunun
enfeksiyondan yaklasik 48 saat sonra meydana geldigini rapor etmigtir.

Bu ¢alisma hem Sf21 hem de LdElta hiicrelerinde tespit edilen sitopatik etkilerin,
baculovirus ile enfekte olan Lepidoptera hiicrelerinde meydana gelen klasik etkilerle
benzerlik gosterdigi, yapilan karsilastirmalar sonunda ortaya ¢ikarilmistir.  Buradaki
o6nemli bir husus ise LdElta hiicrelerinde meydana gelen CPE’lerin yaklasik 12 saat ge¢
olmasidir. Bu da LdNPV’nin kendi konagindaki replikasyonunda CPE’lerin ortaya ¢ikma
zaman! ile uyum igindedir.

Yukarida tartisilan CPE’lerin  hiicrelerde ortaya c¢ikma zamanlarinin, hiicre
kiltirlerinde {iiretilen ekstraselliiler viriislerin meydana gelme zamanlan ile paralellik
gosterdigi ve uyum icerisinde oldugu sonuglarin irdelenmesiyle belirlendi. Enfeksiyondan
0 saat sonra her iki hiicre kiiltiirinde de temel viriis titerinin yaklasik 10* pfu/ml oldugu
belirlendi. Castro ve arkadaslari (1997) yaptig1 benzer bir ¢calismada yine enfeksiyondan 0
saat sonra kiiltiir ortammda 10* pfu/ml seviyelerinde bir temel viriis titerini rapor etmistir.

Enfeksiyondan 24 saat sonra Sf21 hiicrelerinde Uretilen ekstraselliler virls
miktarinm 3,97 x 10° pfu/ml’ye ulagmasiyla temel titerin yaklasik 10* kat arttig1 tespit
edildi. Bu deger, Lee (1987)’nin 5 giin sonunda elde ettigi degere ¢ok yakindir. Shirata ve
arkadaslar1 (1999), Sf21 hiicrelerinin HcNPV ile enfeksiyonunda, enfeksiyondan 48 saat
sonra ekstraselliller virlis miktarinin 200 kat arttifini rapor etmigtir. Oysa bu tez
caligmasinda enfeksiyondan heniiz 24 saat sonra ekstraselliiler virlis miktarinda 10.000
katlik bir artis tespit edildi. Uygulamanin sonunda (enfeksiyondan 72 saat sonra)
hesaplanan ekstraselliiler viriis miktarinin (5,6 x 10° pfu/ml) da Lee (1987) ve Shirata ve
arkadagslart (1999) tarafindan rapor edilen degerlerden fazla olmasi dikkat ¢eken 6nemli bir
durumdur. Ayrica bu deger, benzer ¢alismalarda (McIntosh vd., 1985; Liu ve Carstens,
1993; Demirbag vd., 1997) Sf21 hiicrelerinin NPV ile enfeksiyonunda elde edilen
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degerlerden daha yiiksek bir virlis konsantrasyonudur. Burada iizerinde durulmas: gereken
bir bagka husus ise Shirata ve arkadaglarinin (1999) buldugu viriis konsantrasyonudur. Bu
deger, Lee (1987) tarafindan yapilan benzer bir arastirmada ve bu tez ¢alismasinda bulunan
degerlere gore ¢ok diisiiktiir.

LdElta hiicrelerine bakildiginda, sitopatik etkilerdeki gecikmenin ekstraselliiler
virlis tiretiminde de ortaya giktigi tespit edildi. LdElta hiicrelerinde enfeksiyondan 48 saat
sonra ekstraselliiler viriis dretiminde temel titerin 10* kati bir artig oldugu gorilur. Bu
deger Sf21 hiicrelerinde enfeksiyondan 24 saat sonra ortaya ¢ikan degere ¢ok yakindir. Bu
da ekstraselliiler virlis tretiminde LdElta hiicrelerinde Sf21 hiicrelerine gore 24 saatlik
gecikme oldugunu gostermektedir.

Enfeksiyondan 72 saat sonra Sf21 hiicrelerinde LdElta hiicrelerine gore yaklasik 3
kat daha fazla ve her iki hiicrede de 10° seviyelerinde ekstraselliiler viriis iiretildigi tespit
edildi. ~ Bu veriler Ld652Y hiicrelerinin AcMNPV ile yan duyarhi enfeksiyonu
(McClintock vd., 1986) ile karsilastinlldiginda, Ld hiicrelerinin HcNPV ile enfeksiyonunun
daha tiretken bir sistem oldugunu ve hatta duyarl bir sistem oldugunu ortaya koymaktadir.
Bu da HcNPV’nin konak dagilimi agisindan dnemlidir. Enfeksiyondan 72 saat sonra Sf21
hiicrelerinin hepsinin LdElta hiicrelerinin ise %90’ 1mn PIB ihtiva ettigi tespit edildi.
Ayrica, hiicrelerinin pargalanmasi ve PIB’lerin kiiltiir ortamina dagilmasi Sf21
hiicrelerinde rastlanilan ancak, LdElta hiicre kiiltiiriinde kargilagilmayan bir durumdur.

Sitopatik etkilere ve ekstraselliiler viriis iiretimine bakildiginda Sf21 ve LdElta
hiicrelerinin  Hyphantria cunea niikleopolihedroviriis’e karsi duyarli olduklari goriiliir.
Sf21 hiicrelerinin HcNPV’ye karsi duyarlilifi daha onceden bilinmesine ragmen, bu
caligma ile viris {iretim miktariyla ilgili yeni veriler clde edildi. Ozellikle, Shirata ve
arkadaglarimin (1999) raporlarindaki gibi olmayip, ¢ok daha fazla miktarda ekstraselliiler
virlis tretildigi tespit edildi. Shirata ve arkadaslar (1999), ektraselliiler viriis iiretiminde
72 saat sonra sadece 200-katlik bir artig belirlerken, bu tezde aym uygulama siiresinde
100.000-katlik bir artis oldugu ortaya ¢ikarildi. Daha 6nce HcNPV’ye karst olan
duyarlilign hakkinda bir ¢alisma yapilmamis olan LdElta hiicrelerinin de bu viriise karsi
duyarli oldugu ilk olarak ortaya konuldu. Ancak, viriis iiretimi bakimindan Sf21 ve LdElta
hiicrelerinin mukayesesinde, viriis tiretiminin LdElta hiicrelerinde Sf21 hiicrelerine gore
daha geg bagladig1 ve daha az tiretildigi belirlendi.

Hyphantria cunea niikleopolihedrovirlis’in Sf21 ve LdElta hiicrelerindeki viral

DNA replikasyonu slot blot hibridizasyonuyla belirlendi. Hibridizasyon sonuglari,



43

enfeksiyondan 12 saat sonra her iki hiicrede de viral DNA sentezinin basladigini ortaya
koydu. Spodoptera frugiperda niikleopolihedroviriis’iin (SfMNPV), iiretken bir hiicre
sistemi olan Sf21 hicrelerindeki enfeksiyonunda viral DNA replikasyonunun,
enfeksiyondan 8-16 saat sonra bagladigi ve 16-20 saat sonra maksimum seviyeye ulastii
rapor edilmistir (Liu ve Bilimoria, 1990). Liu ve Carstens (1993), Sf21 hiicrelerinde baska
bir NPV olan Choristoneura fumiferana niikleopolihedroviriis’iin -~ (CfMNPV)
enfeksiyonunu inceledikleri bir aragtirmada, Sf21 hiicrelerinin CfMNPV icin duyarsiz
oldugunu rapor etmistir. Aym ¢alismada ACMNPV viral DNA’simin Sf21 hiicrelerinde
enfeksiyondan 12 saat sonra ve CfMNPV viral DNA’sinin ise Cf-124T hiicrelerinde
enfeksiyondan 24 saat sonra replike oldugu tespit edilmigtir. Benzer baska bir ¢alismada,
Castro ve arkadaslan (1997), Anticarsia gemmatalis niikkleopolihedroviriis viral DNA
replikasyonunun Sf21 hiicrelerinde enfeksiyondan 6 saat sonra basladigini ve 48 saat sonra
yuksek seviyeye ulastifini tespit etmistir. HcNPV’nin Sf21 hiicrelerindeki replikasyonu
daha 6nce yapilan ¢aligmalarda gosterilmigtir (Lee, 1987; Lee ve Lee, 1988; Park vd.,
1999). Bunlara ilave olarak, Sf21 hiicrelerinde HeNPV viral DNA replikasyonuna
bakildifinda, Shirata ve arkadaglar1 (1999) tarafindan yapilan ¢alisma akla gelmektedir.
Bu ¢alismada da viral DNA replikasyonunun enfeksiyondan 12 saat sonra bagladig, 24 ve
48 saat sonra DNA sentezinin giderek arttigi tespit edilmistir.

HcNPYV viral DNA replikasyonlar karsilastirildiginda, LdElta hiicrelerindeki DNA
replikasyonunun Sf21 hiicrelerindeki gibi enfeksiyondan 12 saat sonra basladign ve
ilerleyen saatlerde (enfeksiyonda 24 ve 48 saat sonra) viral DNA miktarinin her iki
hiicrede de giderek yogunlastid1 tespit edildi.

Bu sonuglar, viral DNA replikasyonunun iki hiicrede de paralellik gosterdigini
ortaya koymaktadir. AcMNPV’nin Ld652Y hiicrelerindeki yaniduyarli replikasyonunun
gergeklestirildigi bir ¢aligmada, DNA replikasyonunun, enfeksiyondan 8-12 saat sonra
bagladidi, 12-20 saat sonra maksimum diizeye ulastifi ve 20-36 saat sonra durdugu
belirlenmigtir (McClintock vd., 1986). Bu karsilastirmayr yapmamiz, yukarida da
belirtildigi gibi AcMNPV’nin niikleopolihedroviriisler igin tip tiirli olmasidandur.
Bradford ve arkadaglan (1990) L. dispar hiicrelerinde Orgyvia pseudotsugata
niikleopolihedroviriis’iiniin enfeksiyon dongiisiiniin karakterizasyonunu ortaya koyduklar
caligmada, viral DNA replikasyonunun enfeksiyondan 12 saat sonra, polihedrin

olusumunun ise 48 saat sonra meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica, Riegel ve Slavicek



44

(1997) Ld652Y hiicrelerinde LANPV nin replikasyonunun enfeksiyondan 18-20 saat sonra
bagladifini ve enfeksiyondan 24-48 saat sonra maksimum seviyeye ulastigini bulmustur.

Benzer replikasyon calismalarindan da anlasildign gibi HcNPV’nin  LdElta
hiicrelerindeki replikasyonu AcMNPV’nin aym hiicrelerdeki replikasyonu ile hemen
hemen aym zamanda baglamasina ragmen, LdANPV’nin aym hiicrelerdeki
replikasyonundan yaklagik 6-8 saat erken meydana gelmistir.

HcNPV ile enfekte olan Sf21 ve LdElta hiicrelerinde viriise ait proteinlerin ekspres
olup olmadif1, SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile belirlendi. NPV’ler bol miktarda
polihedra olarak adlandirilan bir inkliizyon yapi iiretir.  Polihedra, polihedrin olarak
adlandirilan tek bir polipeptidden olusur. Virionlarin ¢ogu polihedra igerisine gémiilir.
Boylece, dogada ¢esitli ¢evresel etkilerden korunmus olur. Jarvis ve arkadaglari (1991),
baculovirus 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 biiyiikliiglindedir. Polihedrin, en ge¢ genlerden olup, DNA replikasyonu i¢in
gerekli olmayan bir proteindir (Beljelarskaya, 2002). Enfeksiyondan 12-18 saat sonra
sentezlenmeye baglar ve ilerleyen saatlerde maksimum seviyeye ¢ikar (Liu ve Bilimoria,
1990; Kovacs vd., 1991).

S121 ve LdElta hiicrelerinin HeNPV ile enfeksiyonunda, enfeksiyondan 24 saat
sonra polihedrin proteinin ekspres oldugu SDS-PAGE ile tespit edildi (LdElta hiicrelerinde
ince bir bant halinde). Enfeksiyondan 48 ve 72 saat sonra ise hiicrelerdeki polihedrin
yogunlugunun giderek arttigi gozlendi. Cha ve arkadaslarn (1995), HcNPV’ye ait
polihedrin ve p10 (polihedrin gibi bir en ge¢ gen iriinii) proteinlerinin Sf21 hiicrelerinde
tretildigini, “western blot” ve SDS-poliakrilamid jel elektroforez ydntemleriyle
gostermigtir.  Bu tez ¢alismasinda HcNPV polihedrin proteininin Sf21 hiicrelerinde
ekspresyonu ile ilgili elde edilen veriler, Cha ve arkadaslarinin (1995) buldugu sonuglarla
uyum gostermektedir.  Shirata ve arkadaglan (1999), Sf21 hiicrelerinin HeNPV ile
enfeksiyonunda ektraselliiler viriis tretildigini ancak, polihedrin proteininin ekspres
olmadifim belirtmistir. Yukarida da belirtildigi gibi McClintock ve arkadaglarinin (1986),
Autographa californica niikleopolihedroviriis’in  Ld652Y hiicrelerinde replikasyonunu
aragtirdiklan1 bir ¢aliymada, enfeksiyondan 20 saat sonraya kadar sadece 4 proteinin
sentezlendigini ve enfeksiyondan 20-24 saat sonra hem konak hem de viral protein

sentezinin tamamen baskilandiint ortaya koymuslardir. AcMNPV ile enfekte olan
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Ld652Y hiicrelerinde DNA replikasyonu meydana geldigi halde, viral proteinlerin
sentezlenmedigi tespit edildi. Yani Ld652Y hiicrelerinin AcCMNPYV i¢in yariduyarli oldugu
belirlendi. Bu ¢aligmada ise elde edilen veriler degerlendirildiginde LdElta hiicrelerinin
HcNPV igin duyarh (virlis hiicreye tutunmasi, hiicre igerisine girisi, DNA replikasyonu
gergeklesmesi, makromolekiiller sentezlenmesi, molekiillerin birlesmesi ve viriisiin
hiicreden salinim1 gibi olaylar) oldugu tespit edildi.

HcNPV’nin Sf21 ve LdElta hiicrelerindeki protein profillerine bakildiginda
polihedrinden bagka viral yapisal proteinlerin (Liu ve Bilimoria, 1990) de her iki hiicrede
ekspres oldugu goriilmektedir. Bunlarin yaklagik 37 kDa, 30 kDa, 23 kDa ve 14 kDa
agirliklarinda olduklar tespit edildi. Bunlara ilave olarak, yaklasik 55 kDa agirhiginda bir
proteinin ise sadece LdElta hiicrelerinde ortaya ¢iktig1 belirlendi.

Sf21 ve LdElta hiicrelerinin HcNPV ile enfeksiyonunda, enfeksiyondan 10 saat
sonra her iki hiicrede de viriise ait polihedrin transkripleri RT-PCR ile tespit edildi. polh-
ve pl0-genleri NPV genom organizasyonlarinda yiiksek oranda korunduklari (Rodrigues
vd., 2001) igin NPV’ler arasindaki filogenetik ¢alismalarda (Zanotto vd., 1993; Wolff vd.,
2002) ve ge¢ gen analizlerinde (Sadler vd., 1998; Kuzio vd., 1999; Razuck vd., 2002) bu
iki gen kullamlmaktadir. Riegel ve Slavicek (1997), L. dispar 652Y hiicrelerinde
birbirinin susu olan iki LANPV’nin replikasyon déngiisiinii ortaya cikardiklar bir
¢aligmada, polihedrin gen transkriptinin enfeksiyondan 30 saat sonra ortamda var oldugunu
gostermistir.  Buna ilave olarak, Razuck ve arkadaglar1 (2002) diger bir ge¢ gen olan,
AgMNPV’ye ait p/0 geninin Ag-286 hiicrelerinde enfeksiyondan 18 saat sonra transkrip
oldugunu gostermistir. Bu sonuglar, HCNPV ye ait polh geninin hem Sf21 hiicrelerindeki
transkripsiyon zamanini ortaya koymasi agisindan hem de LdElta hiicrelerinde HcNPV ve
LdANPV’ye ait polh genlerinin transkripsiyon zamanlarmin karsilastirilmasi husunda
onemli veriler ortaya koymustur. LdElta hiicrelerinde, LANPV-polh genine gdre HCNPV-
polh geni daha erken ekspres olmaktadir. Aymi zamanda, polihedrin gibi enfeksiyonun geg
fazinda ekspres olan p10 geni ile mukayese edildiginde, HcNPV-polh geninin her iki hiicre
kiiltiirinde de AgMNPV-p/0 geninin Ag-286 hiicrelerindeki transkripsiyonundan erken
transkripsiyon olmasi 6nemli bir sonugtur.

Sf21 ve LdElta hiicre kiiltiirlerinde iiretilen inkliizyon yapilarin Hyphantria cunea
ve Lymantria dispar larvalan tizerindeki insektisidal etkilerine bakildiginda, sirasiyla
%51.9 ve %65,38 oldugu goriiliir. Enfeksiyondan 4 giin sonra &lmeye baslayan larvalar

151k mikroskobu ve boyama yontemi ile kontrol edildi ve larvalarin viriis enfeksiyonundan
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oldiikleri belirlendi. Baculovirus enfeksiyonunda larvalarin dliimleri enfeksiyondan 4 giin
sonra baglar ve viriis, enjeksiyonla verilir ise dliim zamam sadece dnemsiz 6l¢tide kisalir
(Washburn vd., 1995). Cok sayida bdcek larvalarinda direngliligi se¢gme calismalari,
enfekte olmus orta bagirsak hiicrelerinin larvadan atilmalarinin baculovirus enfeksiyonuna
kargi primer savunma oldugunu ve viriisin herhangi bir zamanda ortabagirsak bazal
laminasina gegmesinin, viriise kars1 direnglilik kazandirabildigini desteklemektedir
(Volkman, 1997; Washburn vd., 1998). AcMNPV’nin enfeksiyon islemi cesitli
Lepidoptera larvalarinda  incelenmisgtir. Heliothis  virescens’in ~ ACMNPV ile
enfeksiyonunda, orta bagirsak hiicrelerinin enfeksiyonu ve viriisiin bazal laminaya gegisi
arasinda uzun bir dénem ve viriisiin bcek dokularina 6nemsiz bir sekilde yavas ilerlemesi
tespit edildi (Washburn vd., 1995). Bunun yaminda, bazi Lepidoptera larvalan oral
enfeksiyona yiliksek oranda direnglidir (Volkman, 1997). Ayrica, baculovirus ile enfekte
olan Helicoverpa zea larvalarinda orta bafirsaga ge¢mis viriisiin ilerlemesinin, enfekte
olmus trake hiicrelerinin kapsiille ¢evrilmesi ve hemositlerin  kullaniimasiyla
siirlandirilabildigi gosterilmistir (Trundeau vd., 2001). Zhang ve arkadaslan (2002), viriis
enfeksiyonu i¢in konak apoptotik (programlanmis hiicre 6liimii) cevabin Spodoptera litura
larvalarinda, AcMNPV’nin organizma seviyesinde yayilimim azalttigim ve apoptosisin
baculovirus enfeksiyonu igin konak dagilimini siirlayici bir faktér olabilecegini ortaya
koydu.

Calisma sonunda elde edilen insektisidal etkilerin nispeten diisiik olmasimn
yukarida bahsedilen sebeplerden dolay:1 oldugu diisiiniilmektedir. Ayrca, calismada /7.
cunea larvalan enfeksiyondan 7-8 giin sonra pupa evresine girdigi tespit edildi. Bu
nedenle test sliresi H. cunea igin 10 giin, L. dispar i¢in ise 15 giin olarak uygulandi. Bu
farklilik her iki larvanin fizyolojik hayat evrelerine gore ayarlandi. Ciinki, H. cunea’nin
ortalama hayat siiresi 24-33 giin iken, L. dispar’in 45-56 giindiir (Zirai Miicadele Teknik
Talimatlan, 1995). Buna gore her iki konagin da kendisine 6zgii bir evrimsel hayat
dongiisti stiresi oldugundan ve L. dispar larvalan daha uzun siire enfeksiyona maruz
kaldig: i¢in daha yiiksek §liim oranina sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug¢ olarak, Hyphantria cunea niikleopolihedroviriis (HcNPV)’iin Spodoptera
Sfrugiperda (ILPB-Sf21) ve Lymantria dispar ~ (IPLB-LdElta) hiicre kiiltiirlerinde
replikasyon o6zellikleri aragtirildi. HCNPV’nin Sf21 ve LdElta hiicrelerindeki enfeksiyonu,
meydana getirdigi sitopatik etkiler, ektraselliiler viriis iiretimi ve viriis ¢ogalma egrisi,

polihedral inkliizyon yap:1 (PIB) olusumu, viral DNA replikasyonu, viral yapisal
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proteinlerin sentezi, polh gen transkripsiyonu ve hiicrelerde iiretilen inkliizyon yapilarin H.
cunea ve L. dispar larvalarn lizerindeki insektisidal etkileri belirlenmis oldu.

Aragtirma sonunda elde edilen verilerin toparlanarak 6zetlenmesi igin Sekil 14
olusturulmugtur. HcNPV’nin ekspresyonu ve konak spektrumunu gosteren bu sonuglar,
virlisiin Sf21 ve LdElta hiicrelerinde ekspresyon vektdérii  ve biyolojik miicadele
¢alismalarinda kullamlabilecegini ve bu hiicrelerin HcNPV igin duyarli hiicre kiiltiirleri
olduklarim gostermektedir. Ayrica, HONPV nin Sf hiicrelerindeki replikasyonu tekrar teyit
edilip bazi ilave gelismeler saglamirken, Ld hiicrelerindeki replikasyonu ise ilk olarak tespit

edilmigtir.
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HcNPV
Enfeksiyon
/ \ LdElta
Hiicrelerde Meydana 7 :
R S Gelen Olaylar R R &
N N
v CPE’lerin Olusumu v
Enfeksiyondan 24 saat sonra Enfeksiyondan 36 saat sonra
PIB Olusumu
Enfeksiyondan 36 saat sonra Enfeksiyondan 48 saat sonra

72 Saat Sonunda PIB ihtiva Eden Hiicre Oram
%100 %90

Ektraselliiler Viriis Artisi
Enfeksiyondan 24 saat sonra Enfeksiyondan 48 saat sonra

(3,97 x 10°pfu/ml) (5,6 x 10* pfu/ml)

72 Saat Sonunda Uretilen Viriis Miktari
5,6 x 10° pfu/ml 1,77 x 10°pfu/ml

DNA Replikasyonu
Enfeksiyondan 12 saat sonra Enfeksiyondan 12 saat sonra

polh Ekspresyonu
Enfeksiyondan 24 saat sonra Enfeksiyondan 24 saat sonra

polh Transkripsiyonu

Enfeksiyondan 10 saat sonra Enfeksiyondan 10 saat sonra
Insektisidal Etki
PIB PIB
H.cunea  L.dispar H.cunea L.dispar
%A53.8 %64.16 %350 %66.6

Sekil 14. Sf21 ve LdElta hiicrelerinin HCNPV ile enfeksiyonu sonunda meydana
gelen olaylar



5. SONUCLAR

Hyphantria cunea niikleopolihedroviriis (HcNPV)iiniin  Spodoptera frugiperda
(ILPB-Sf21) ve Lymantria dispar (IPLB-LdElta) hiicre kiiltiirlerinde replikasyonunun 1s1k
mikroskopisi, molekiiler teknikler ve hibridizasyon yéntemleriyle belirlendigi bu
calismada asagidaki sonuglar bulunmustur.

1. Enfeksiyondan sonra hiicrelerin irilesmesi, graniillesmesi, sitoplazmik
uzantilarini kaybetmesi, hiicre sekillerinin bozularak elips seklini almasi, nukleusun
kararmasi ve hiicrelerde PIB olugsumu gibi sitopatik etkilere (CPE) bakildiginda LdElta
hiicrelerinin de Sf21 hiicreleri gibi HcNPYV igin tiretken bir sistem oldugu anlagiimaktadir.

2. CPFE’lerin meydana gelmesi, PIB’lerin ortaya ¢ikmas: ve ekstraselliiler viriis
uretimi Sf21°e gore LdElta hiicrelerinde daha ge¢ meydana gelirken, DNA replikasyonu,
polh transkripsiyonu ve polihedrin ekspresyonunun her iki hiicrede de ayni zamanda
meydana geldigi tespit edildi.

3. Uretken bir sistem olmasmna ragmen, LdElta hiicrelerinde CPE’lerin ortaya
¢ikmasindaki ve ekstraselliiler viriis iiretimindeki gecikmelerin, konak faktdrlerinin
yetersizligi veya uyumsuzlugundan kaynaklanmaktadir.

4. Makromolekiillerin her iki hiicrede de aym1 zamanda sentezlenmelerine ragmen,
virlis  partikiillerinin  olusumundaki gecikme ve konsantrasyon disiikliigiiniin  viriis
asamblesi  swrasindaki  olaylarin  uyumsuzlugundan  kaynaklanmis  olabilecegi
kanaatindeyim.

5. Sf21 ve LdElta hiicrelerinde tiretilen PIB’lerin H. cunea ve L. dispar larvalari
uzerindeki insektisidal etkilerinin diigiik olmasi, bu viriise kars1 larvalarda bir direnclilik

mekanizmast oldugunu desteklemektedir.



6. ONERILER

1. DNA replikasyonu, protein {retimi ve polh gen transkripsiyonu ayni saatte
baglamasina ragmen, PIB olusumundaki gecikmenin ve ekstraselliiler viriis tiretimindeki
farklarin neden meydana geldigi, hangi konak faktorlerinin bu rolii oynadig1 daha ayrintili
caligmalar yapilarak anlasilabilir.

2. Genel itibartyla HCNPV’nin ve 6zellikle Sf21 ve LdElta hiicrelerinde iiretilmis
PIB’lerin konak spektrumlarim belirlemek i¢in daha farkli tarim zararlhilarn iizerindeki
insektisidal etkileri arastirilabilir.

3. Daha etkili bir enfeksiyon olusturmak igin ektraselliiler viriisler enjeksiyon
yontemiyle larvalara verilerek insektisidal etkileri arastirilabilir.

4. HcNPV DNA’s1 ekpresyon vektorii haline doéniistiiriilerek, yabanci genlerin
ekspresyonlarinin yapilacagi yeni bir vektor gelistirilebilir.

5. HcNPV, yapilacak olan gen transferleriyle daha hizli, daha etkili ve viriilansi

arttirllmig bir biyolojik miicadele ajant haline getirilebilir.
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