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Oz: Bocek viriisleri, bocekleri enfekte ederek, onlarin hastalanmalari veya 6lmelerine neden olan biyolojik
etmenlerdir. Son yillarda, bu virisler modern biyoteknoloji uygulamalarinda énemli élgtde ilgi uyandirmaktadir.
Yuksek konukgu seciciliklerine sahip bdcek virtsleri, cesitli tarrm ve orman zararllarina karsi kimyasal
pestisitlerin alternatifi olarak kullaniimaktadir. Bu viruslerle yapilan ¢alismalar yliksek organizasyonlu canlilar
icin model olarak kullaniimaktadir. Endustriyel, zirai, tibbi ve ekonomik 6neme sahip ilgi duyulan birgok gen, bu
viruslerden gelistirilmis ekspresyon vektorlerinde bol miktarda Uretilmektedir. Ayrica, son yillarda bu virusler gen
terapi vektéru olarak da kullaniimaktadir. Bu derleme makalede, basta genel bocek virisleri olmak Uzere
bakulovirislerin gesitli biyoteknolojik galismalarda kullaniima potansiyelleri Uzerinde durulacaktir.
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The Significance of Insect Viruses in Biotechnology

Abstract: Insect viruses are biological control agents that cause their illness or dead by infecting the
insects. Recently, these viruses have great interest at modern biotechnological applications. Insect viruses that
have high host specificity, have been used against various agricultural and forest pest as an alternative to
chemical pesticides. Studies done with these viruses have been used as model for high organizational
organisms. Many genes that has industrial, agricultural, medical and economical importance have been
produced at great amounts at expression systems developed from these viruses. Also, recently these viruses
are being used as gene therapy vector. At this review paper, we will pay attention on subjects especially at
insect viruses, and potential of the usage of baculoviruses at various biotechnological studies.
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Girig

Bdcekler, dinyada en cok cesitlilige sahip olan
hayvanlar olup, canlilar aleminin belki de en kalabalik
sinifidir.  Dinyada tanimi yapilan hayvan turlerinin
4/5'ini bocekler olusturmaktadir (URL1). Bocekler ve
insanlar yeryuzinde birlikte yasamaktadir ve bu
nedenle aralarinda karmasik iligkiler vardir. Dogada
yasayan bodceklerin %99'dan fazlasinin insanlar igin
faydal oldugu bilinmektedir. Bilinen yaklasik 1 milyon
300 bin bocek tirinin, sadece %1'den daha azi
dojaya ve insanhia zarar vermektedir (URL2).
Sayisal olarak az olmalarina ragmen bu zararlilarin
etkileri oldukga buyiik olmaktadir.

Cesitli mikrobiyal etmenler bdceklerde dogal
enfeksiyonlar meydana getirmektedir (Tanada ve Kaya
1993, Boucias ve Pendland 1998, Charles ve ark.
2000). Bocek virlsleri onlarin hastalanmalarina ve
Oluimlerine sebep olan dogdal etmenlerin basinda yer
almaktadir (Hunter-Fujita ve ark. 1998, Miller ve Ball
1998). Dogaya ve insanlara yaptiklari etkilere gore
bdcek virtslerini iki agidan ele almak gerekir. Bunlarin

birincisi, ipek bdcedi ve bal arilari gibi insanlara ve
cevreye faydali olan bdceklerin hastalanip 6lmelerine
sebep olmalarndir. ikincisi ise findik kurdu, ladin
kabuk bdcegi, amerikan beyaz kelebegi, sivrisinek

gibi cesiti tarnm ve orman Urlnlerini  veya
insan saghgini etkileyen zararli bdcekleri enfekte
etmeleridir.

Bugiine kadar cok sayida boécek virlsl izole
edilmis ve tanimlanmistir. Sadece 800'dan fazla
bakuloviriis Arthropod’lardan izole edilmistir (Murphy
ve ark. 1995). Bu virusler temel biyolojik olaylarin
anlagiimasina yardimci olan arastirmalarin yapildigi
6nemli deney materyalleridir (Bilimoria 1991, Demir
2004). Ayrica, bocek virusleri tarim ve ormancilikta
zararll bdceklerle micadelede kullanilan énemli
biyolojik micadele etmenleridir (Flexner ve Belnavis
2000, Harrison ve Bonning 2000, Sezen ve Demirbag
2005). Bécek virtsleri uzun zamandan beri tibbi,
ekonomik ve endustriyel bakimdan oOnemli cesitli
proteinlerin Uretildigi gen ekspresyon vektorleri olarak
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biyoteknolojide kullaniimaktadir (King ve Possee 1992,
Demirbag ve ark. 1998, Demir ve ark. 2000,
Beljelarskaya 2002). Ayrica son yillarda bu virislerin
gen terapi vektorleri olarak memeli hiicre sistemlerine
gen transferinde kullaniimalarina yonelik ¢alismalar da
yogunlasmistir (Ghosh ve ark. 2002, Hu 2006).
Bu derleme eserde bocek virlslerinin  temel
Ozellikleri hakkinda genel bilgiler verildikten sonra
bdcek virlslerinin  biyoteknolojik 6nemleri Uzerinde
durulacaktir.

Bocek virislerinin genel o6zellikleri: Bocek
virisleri simdiye kadar bdceklerden izole edilmis en
kicuk formlardir. Bir nikleik asit ve bunu cevreleyen
protein bir Ortlye (kapsid) sahiptirler. Bazilarinda da
nikleik asit ve kapsidi cevreleyen lipid bir zarf
mevcuttur. Bazi virlsler etraflarini gevreleyen protein
ortunlin yani sira baska bir protein yapi icine de
gémulmus olabilirler. Bu yapi inklizyon cisimcigi
olarak adlandirilir. inkliizyon yapilar igerisine gémuli
halde olan virisler gémillu virisler (OV) olarak
adlandirilirlar. inkliizyon yapilar simdiye kadar sadece
Baculoviridae, Reoviridae ve Poxviridae gibi virls
familyalarinda tespit edilmistir (Hunter-Fujita ve ark.
1998). Boceklerden izole edilen virlslerin, genom

Ozellikleri, kaydedildikleri konukgu takimlarn ve
konukgularinin  biyolojik doénemleri Cizelge 1'de
Ozetlenmisgtir.

Basta bakdulovirisler, reovirisler,

entomopoksvirlsler ve iridovirisler olmak Uzere
hemen hemen bltin bdcek virtsleri biyoteknolojik
amagla kullaniimaktadir (Nalgacioglu 2003, Demir
2004, Sezen 2004). Ancak, su ana kadar en g¢ok
calisilan ve Dbiyoteknolojik amagla en yogdun
kullanilan bdcek virtsleri bakulovirislerdir (Possee
1997, Inceoglu ve ark. 2001, Kost ve ark. 2005, Knipe
ve ark. 2007, URL3). Bu nedenle, konularin daha iyi
anlasilmasi igin burada 06zellikle bakulovirislerin
Ozelliklerinden ve biyoteknolojik  kullanimlarindan
bahsedilecektir.

Bakiilovirislerin  biyolojisi:  Bakulovirisler,
25x250 nm buyuklikte ve 80-180 kbp kapah
yuvarlak ve ¢ift zincir, supersarmal DNA ihtiva
ederler (Hayakawa ve ark. 2000, Herniou ve ark. 2001,
Theilmann ve ark. 2005). Viris DNA'si, hicre
zari yapisina benzer ve karmasik yapida olan bir zarf ile
cevrili niikleokapsid igerisine paketlenmistir.

intraselliiler viriisler, polihedra veya granula olarak
isimlendirilen protein yapisinda inklizyon yapilar
icerisine gomulurler. Baculoviridae familyasi inklizyon
yapilarin  sekline goére nukleopolihedroviris  ve
granulozis viris olmak Uuzere iki alt cinse aynhr
(Slack ve Arif 2007). Bu gruplandirma morfolojik,
serolojik ve genetik bilgilere dayanilarak yapiimaktadir.
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Cizelge 1. Boceklerden izole edilen virislerin familyalar,
genom ozellikleri ve tespit edildikleri konukgu
takimlar*

Genel
konukgu
donemleri

Virts Familyalari Genom Kaydedildigi
konukgu

takimlar

Larva,
bazen
pupa veya
ergin

Baculoviridae: NPV ve dsDNA Coleoptera,
GV Diptera,
Hymenoptera,
Lepidoptera,
Neuroptera,
Siphonaptera,
Thysanura,
Trchoptera
Diptera,
Hymenoptera,
Lepidoptera
Coleoptera,
Diptera,
Hymenoptera,
Lepidoptera,
Orthoptera
Hemen hemen
tim bocekler
ve diger
omurgasiz
familyalar
Lepidoptera
(sadece
Noctuidae
familyast)
Parazitik
Hymenoptera
Diptera,
Blattoidae,
Lepidoptera,
Odonata,
Orthoptera
Diptera
(sadece
Drosophila
cinsinde
kaydedilmis)
Lepidoptera
(sadece
Noctuidae
familyast)
Diptera,
Coleoptera,
Lepidoptera
Diptera,
Lepidoptera,
Orthoptera ve
genis bocek
familyalar
Diptera

Reoviridae: CPV dsRNA Larva,

pupa, ergin

Entomopoxviridae: EP\dsDNA Larva

Iridoviridae: IV dsDNA Larva

Ascoviridae dsDNA Larva

Polydnaviridae dsDNA Ergin

Parvoviridae: DNV ssDNA Larva,

pupa, ergin

Birnaviridae dsRNA Ergin

Caliciviridae ssRNA Larva

Nodaviridae ssRNA Larva,

ergin
ssRNA

Picornaviridae Larva,

ergin

Rhabdoviridae ssRNA

ssRNA

Ergin

Tetraviridae Lepidoptera Larva

*Cizelgenin Evans ve

alinmistir.

orijinali Shapiro  (1997)'dan
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Autographa  califonica  nukleopolihedrovirlisi  viris pargaciklari membran flizyonu  ydntemiyle
(AcNPV, Baculoviridae), ilk olarak yonca tirtii  ortabadirsagin tek tabakall silindirik  epitelyum
bdceginden izole edilmis, niikleopolihedroviriis cinsine  hicrelerine geger (Sekil 1, B). Sitoplazmaya ulasan
aittir ve en c¢ok calisilan 6rnek bir bakiloviris  nlkleokapsidler, F-aktin fiberleri vasitasiyla
tipidir (Demirbag 1993). Tip tirG olmasi ve sitoplazmadan replikasyon bdlgesi olan nukleusa

bakulovirislere ait 6zellikleri yansitmasi nedeniyle,
bakulovirtslerin biyolojileri hakkindaki bilgiler, AcNPV
Uzerinden verilmektedir. Nukleopolihedrovirtsler, 1-18
niikleokapsidin bir zarf icerisine gémdilmesiyle olusur.
Daha sonra bu zarfa sahip virUsler (virionlar),
polihedrin (28 kDa) denilen tek bir proteinden olusan
kristal benzeri cisimler igerisine gomdulirler. Bunlar
polihedral inkliizyon yapilar (PIB) olarak adlandirilir. PIB
icerisine gémilen virislere gémulu virisler (OV) adi
verilir.  VirGse ait protein miktarinin %90’1 polihedrin
proteini olmasina ragmen, bu protein virisin hiicrelerde
replikasyonu igin gerekli degildi. O sadece viris
partikillerinin tabiat sartlarinda korunmasini saglayan
matriks olusumunda rol alir. Bu nedenle, polihedrin

proteinini  sifreleyen  polh  geni,  biyoteknolojik
uygulamalarda bakiloviriislerin  etkili bir sekilde
kullaniimalarina imkan saglamaktadir.

AcNPV'nin  replikasyonu enfekte hicrelerin

nukleuslarinda gergeklesir (Volkman ve Keddie 1990;
Demirbag 1993; Mikhailov 2003, Slack ve Arif 2007).
Sekil 1'de de goruldugu gibi bu islem ki
asamada gergeklesir. Birinci asamada, nukleus
icerisinde nukleokapsidler olusur. Silindir seklindeki
nikleokapsidler, kapsid denilen tip benzeri yapi
icerisinde DNA'yi icerirler. TUplerin iki ucunda taban
ve kapak denilen yapilar bulunur. Nukleusta olusan
nikleokapsidler sonra nukleus kanallarindan gecerek
sitoplazmaya ulasir. Daha sonra hicre zarindan
tomurcuklanma yontemi ile zarf kazanarak hiicreden
ayrilirlar (Sekil 1, H, I, J). Uretilen zarfli viriisler
(ekstrasellller virtisler, BV) hicre kiiltliriinde hicreler
arasinda in vitro olarak enfeksiyonu tasima o6zelligine
sahip, comak seklinde viris formlandir (Sekil 1, J).
ikinci asamada ise nukleus icerisinde olusan
nikleokapsidlerin bir kismi ayni yerde zarf kazandiktan
sonra kup seklindeki protein yaplilar icerisine gémulerek

polihedral inklizyon yap (PIB)lan olustururlar.
AcNPV'ye ait PIB'lerin buylklikleri 0.5-15 pm
arasindadir.  Polihedrin proteininden olugsan matriks,

PIB'nin genel morfolojisini olusturur. PIB'ler tabiatta
viris enfeksiyonunun larvadan larvaya taginmasinda rol
oynayan yapllardir.

Tabiatta, inklizyon yapilar, besinler ile birlikte

beslenme vyoluyla larvalar tarafindan alinir.
Bu yapilar, ylksek alkali kosullardan dolayi
ortabagirsakta ¢Oziulur ve igerisinde bulunan

virls parcaciklari ortabagirsak limenine salinir (Sekil 1,
A). Aciga cikan viris parcaciklar 6zel bir reseptor
tarafindan taninir. Bu taninma sonucunda

gecerler (Sekil 1, C). Viris DNA'si burada kapsid
ortiden ayriir.  Bu iglem blylk ihtimalle, DNA
molekdillerine tutulu olan arginin bakimindan zengin
bazik bir proteinin fosforilasyonu neticesinde
gerceklesir. Viral DNA replikasyonu ve transkripsiyon
islemleri nukleusta gergeklesir (Sekil 1, D).

Polihkdrin

\ /ol/u/sﬂmu

Tomircuklanma

Fuzyon ® / @
0

Primer enfeksiyon
v ) Fuzyon

| Ikinci enfeksiyon |

@ A Konak bagirsaginda ¢ozunme

/2 < <

‘__‘/? Hucre pargalandiktan konak oldukten
sonra PIB'ler serbest kalr

Sekil 1. Bakulovirlslerin replikasyon doéngusu.
ortabagirsaginda PIB’ler parcalandiktan
virionlar bagirsak hicrelerine saldirir (A, B). Viral
kapsid, sitoplazmadan nukleusa gegen viral
DNA’dan ayrilir (C). Virojenik stroma igerisinde
DNA replikasyonu meydana gelir (D) ve viral alt
yapilar  sentezlenir. Replikasyonun  birinci
safhasinda nukleokapsidler sitoplazmaya gecer ve
hiicre zarindan zarf kazanip, tomurcuk virlisleri
olusturarak ayrihr (H, I, J). Ikinci safhada ise,
nukleus igerisinde zarf kazanan virionlar virls
tarafindan Uretilen polihedrin proteini igerisine
g6milerek PIB yapilarini olustururlar (E, F). Sekil,
Strien (1997)'den alinmistir.

Konagin
sonra
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Replikasyondan (enfeksiyondan 8 saat) sonra
nikleokapsid insaasl gergeklesir. Bu islem, yavru
virislerin, enfekte olmus ortabagirsak hicrelerinin
bazal kismindan hemolenf igerisine salinmasi ile
sonuclanir. Daha sonra, ekstraselliler viris (ECV)
parcaciklari, reseptér bagiml endositozis yoluyla
hemositler, bag dokusu hicreleri, yag dokusu, trakeal
elementler, kas hucreleri ve Malpighi tupleri gibi
hemolenfe donik olan hicreleri enfekte ederler. Yeni
enfekte olan hicrelerde, virlis pargaciklari endozomlar
icerisine gecerler. Endozom igerisindeki dusuk pH,
ECV zarfinda mevcut olan glikoproteini (gp64'l)
harekete gegcirir. Bu glikoprotein, membran flizyonunu
katalizleyerek nukleokapsidlerin sitoplazmaya gegisini
saglar. Bundan sonra salinan nikleokapsidler, hiicre
kultirinde yeni bir replikasyon islemini baglatirlar.
Replikasyon isleminin ikinci basamaginda
(enfeksiyondan 12 saat sonra), virlis pargaciklar artik
hemolenf igerisine salinmaz. Bunun yerine virlsler,
primer ve sekonder olarak enfekte olmus hicrelerin
nukleuslarinda yeni yapilan polihedralar igerisine
gémdlurler (Sekil 1, E, F). Sonug olarak, larva polihedra
ile dolar, viris tarafindan sentezlenen kitinaz ve
katepsinaz etkilerine yenik disen larva olir (Slack ve
ark. 1995), bdylece cok sayida PIB (10%-10%larva)
cevreye salinmis olur. Inkliizyon yapilar, mevsimsel
beslenme dongllerine sahip bdcek populasyonlarinda
virls devamliiginda énemli bir rol oynar (Jaques 1985).

Bocek viriislerinin  biyolojik  miicadele
materyali olarak kullanilmalari: Bocekler ve larvalari
ziraat ve ormancilikta biyik kayiplara yol agmaktadir.
Boceklerin  bu  zararl  etkilerini azaltmak veya
ortadan kaldirmak igin uzun yillardan beri kimyasal
insektisidler kullaniimaktadir. Bu kimyasal insektisitler
sadece zararli béceklere degil, ayni zamanda zararsiz
ve hatta faydali bdcek ve organizmalara da zarar
vermektedir.

"ideal" insektisiter  hakkindaki  distinceler
1970’'lerden sonra iki sebepten dolayl degismistir.
Birincisi, ¢ok sayida zararll bdcegin kimyasal

insektisitiere kargi direng kazandiginin gdsterilmesidir.
Bu direng, daha fazla miktarlarda pestisit
uygulamalarina veya yeni ve farkl ézelliklerde pestisitlerin
gelistiriimesine neden olmustur. ikincisi ise bazi kimyasal
insektisitlerin gok uzun slre tabiatta kalmalaridir. Bu
da su ve topradin kirlenmesine neden olmaktadir.
Bdylece, kimyasal insektisitler uygulandigi sahada ¢ok
uzun sure kalmalari ve yiksek organizasyonlu canlilarin
besin zincirine girmeleri sebebiyle insan saghidini tehdit
etmektedir. Kimyasal pestisitlerin olumsuz etkileri,
biyolojik olarak guvenilir alternatiflerin arastiriimasina
sebep olmustur. Biyolojik miicadele, zararli boceklere
karsi predatdér veya parazit, bakteri, virls, fungus,
nematod ve protozoonlarin veya bunlarin gesitli
drinlerinin kullaniimasiyla yapilmaktadir (Fuxa 1998;
Kati 2003; Fuxa 2004). Bu bécek patojenleri arasinda
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virisler, sahip olduklari avantajlardan dolayi biyolojik
mucadelede kullaniima yogunluklari bakimindan 6ne
ctkmaktadir (Hunter-Fujita ve ark. 1998).

VirUsler arasinda mikrobiyal micadele etmeni
olarak en ¢ok bakulovirisler tercih edilmektedir
(Orlovskaya 1998; Fuxa ve ark. 2002; Toprak ve ark.
2005). Bu kadar cok ilgi gérmelerinin nedenleri su
sekilde siralanabili.  Bakdllovirlsler ¢ok spesifiktir.
Sadece belirli bécek gruplarini enfekte ederler. Simdiye
kadar, bakiloviriislere kargl herhangi bir direnge
rastlanilmamigtir.  Bu virUslerin molekiler genetikleri
detayli bir sekilde calisiimistir (Herniou ve ark. 2001).
Ayrica, bu calismalar, bakilovirislerin genomlarinin
degistirimesine, yabanci genlerin ekspresyonlarina ve
insektisidal 6zelliklerinin geligtiriimesine imkan vermistir.
Tabiatta bakulovirlsler, duyarli bécek populasyonlarinda
sayisal olarak azalmalara sebep olur. Bu virslerin bir
biyolojik miicadele materyali olarak kullanilabilecegi ilk
olarak 1911'de Reiff tarafindan tavsiye edilmistir.
Bugln bakulovirlsler, zararli béceklerle micadelede
dogal mikrobiyal micadele etmenleri olarak kabul
edilmektedir (Hunter-Fujita ve ark. 1998). Bu amagla
kullaniimakta olan  bakulovirisler Cizelge 2'de
gOsterilmektedir.

Yukarida agciklandigi
bbceklerin
muikemmel

gibi, bakulovirlsler zararl
biyolojik miucadelesinde kullanilabilecek
materyallerdir (Mclntosh ve Grasela,
1994). Bu virlslerin genis capta kullanimlarini
sinilayan  bazi  sebepler vardir. Bunlarin  biri,
fonksiyonlarini yavas olarak yerine getirmeleridir. Diger
o6nemli bir sebep ise enfeksiyon yapma kapasitelerinin
dusuk olmasi ve konukgu spektrumlarinin dar olmasidir.
Cesitli genetik muhendisligi yontemlerinin uygulanmasiyla,
bakilovirslerin enfeksiyonunun kisa sure igerisinde
meydana gelebilmesi, insektisidal etkilerinin gelistiriimesi
ve konukgu spektrumunun genigletimesi mimkin
olmustur. Kisa surede 6lum, az sayida virls Uretimine
yol agmaktadir. Bu nedenle, kisa slrede &ldiren bir
virls, dezavantaj olarak dugundlebilir. Bakuloviris
ekspresyon vektdr teknolojisi sayesinde, AcNPV'nin
oldirme kapasitesi, bocekler igin spesifik toksinler
(6rnegin Bacillus thuringiensis toksini), hormonlar ve
hormonlari ayarlayan enzimleri kodlayan gen veya
genlerin  virts genomuna  dahil  edilmesiyle
gelistirmektedir (McCutchen ve ark. 1991; O'Reilly ve
Miller, 1991). Stewart ve arkadaslari (1991), kuzey
Afrika akrebi (Androctonus australis)'nin genomundan
bdcekler icin nérotoksik bir protein kodlayan geni ihtiva
eden bir rekombinant AcNPV olusturmustur. Son
zamanlarda vyapilan c¢alismalarla virisin dokudan
dokuya hareketinin, bdcek ortabagirsaginin primer

enfeksiyonu ile basladigi, daha sonra solunum
sisteminin  virisin ana glzergahi oldugu tespit
edilmigtir. Boylece, enfeksiyon hedefinin

degistiriimesiyle virisin etkisinin kisa sirede olugsmasi
saglanabilmektedir.
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Cizelge 2. Biyolojk micadele amaciyla kullanilan bazi
Bakdlovirusler

Kullanilan viriis Zararli Uriin
bocekler
Granulozis virus (GV)'ler
Cydia pomonella GV Meyve kurtlari  Elma,
armut,
ceviz vs.
Agrotis segetum GV Bozkurt Misir,
marul, kok
ardnler,
pamuk vs.
Nukleopolihedrovirlis
(NPVYler
Agrotis segetum NPV Bozkurt Misir,
marul, kdk
aranler
vs.
Mamestra brassicae NPV Lahana,
Lahana kurdu, domates,
Yesil kurt, bezelye,
Amerikan seker
kozalak kurdu, pancari,
Patates timér  pamuk,
kurdu sebzeler
VS.
Spodoptera littoralis NPV Pamuk yaprak Pamuk,
kurdu tatan,
muz,
misir,
domates
Helicoverpa (Heliothis) Yesil kurt Pamuk,
armigera NPV tatan,
aygicedi,
nohut,
fasulye,
sebzeler
VS.
Sebzeler,
Spodoptera exigua NPV Pancar kurdu  sera
bitkileri
Anagrapha falcifera NPV Kereviz kurdu  Sebzeler
Autographa californica NPV Yonca tirtili yonca,
yulaf vs.
Neodiprion setifer NPV Kirmizimtrak Cam
sari ¢ali agaci
antenli yaprak  drlnleri
arisi
Orgyia psuedotsugata NPV Cal glivesi Orman
Urdnleri,
kereste
Lymantria dispar NPV Kirtirtili Orman
Urdnleri,
kereste
Bakduloviruslerin - konukgu  spektrumlarinin  dar

olmasi, bunlarin kullanimini ekonomik agidan 6nemli
Olcide etkilemektedir. Maliyetinin dusuridlmesi igin
ayni virisun birden fazla zararli bécek icin kullaniimasi
arzu edilmektedir. VirGsin konukgu spektrumunun
genigletiimesi, rekombinant tekniklerin kullaniimasiyla
mumkun olmaktadir. Bunun igin cesitli zararli bocekler
icin secici toksik olan viral genler bakulovirislere

aktarilarak rekombinant bakdlovirisler inga edilmektedir
(Maeda ve ark. 1993). Bu nedenle, bakilovirtslerin gesitli
konukgular icerisindeki segiciligini belirleyen molekuler
mekanizmalarin  tespit edilmesi  gerekmektedir.
Bakulovirtslere ait ve bdécekler igin toksik olan cesitli
genler bitkilere aktarilarak bunlarda ekspresyonlari
saglanmaktadir. Bu sayede, zararlilara karsi direngli
transjenik bitkilerin elde edilmesi mimkindldr. Bu
konuda yapilan c¢alismalar neticesinde, Bacillus
thuringiensis'e ait bocekler icin toksik cesitli genlerin
aktarilmasiyla, transgenik misir ve tatin bitkileri
gelistiriimistir (Holzman 1995, Jin ve ark. 2003).
Glnumuzde, bu bitkiler, Amerika ve Avrupa'da basaril
bir sekilde Uretilmektedir.

Bocek viriislerinin gen ekspresyon vektorii
olarak kullanilmalari: Tibbi, endustriyel ve zirai
bakimdan 6nemli olan gesitli viral, bakteriyal, bitkisel
ve hayvansal proteinlerin, degisik 06zelliklerdeki

ekspresyon vektorleri aracihdi ile sentezlenmeleri
biyoteknolojide blylk 6nem arzetmektedir.
DNA’larindan  6nemli  proteinlerin  Uretilmesinde

ekspresyon vektorii olarak yararlaniimalarindan dolayi
bdcek virlsleri son zamanlarda biyoteknolojide yeni bir
dénem baslatmistir. ilag, toksin ve besin maddesi gibi
cesitli Urlnleri kodlayan ilgili yabanci genler, 6zellikle
hicre kultirinde bakuloviruslerin replikasyonu igin
zorunlu olmayan viral genler yerine klonlanarak,
oldukga fazla miktarda uretilmektedirler (Luckow ve
Summers 1988, Summers 2006, Yin ve ark. 2007).

Diger vektérlere goére bakdloviris ekspresyon
vektor sisteminin (BEVS) sahip oldugu Ustinlikler ve
avantajlar, bunlari biyoteknolojinin édnemli bir ¢alisma
sahasi haline getirmigtir. Pek ¢ok bilim adami
tarafindan halen devam ettiriimekte olan,
bakulovirlslerin daha etkili bir ekspresyon vektori
haline getiriime ve virlis replikasyonunun molekiler
mekanizmalarinin anlasiimasi ¢alismalari, bunlarin
gelecekte biyoteknolojinin daha da 6énemli bir materyali
olmalarina yardimci olacaktir.

Bakulovirislerin ekspresyon vektor sistemi olarak
kullaniimasinin en énemli Ustinligd, polihedrin ve plO
proteinlerini kodlayan genlerden (polh ve p10)
gelmektedir. Bu proteinler, enfekte olmus hiicrelerde
virls replikasyon siklusunun en ge¢ safhasinda fazla
miktarda dretilir. Dogada konukgular arasinda virls
partikullerini koruyan inklizyon yapilarin olusumunda
veya viris  partikillerinin  polihedrin  igerisine
paketlenmesinde polihedrin proteinine ihtiya¢ duyulur.
Polihedraya, bdceklerin agiz yoluyla enfeksiyonunda
ihtiya¢g duyulmasina ragmen, hucre kiltirindeki viris
replikasyonunda ihtiya¢ duyulmaz. Bu nedenle, bu
genlerin kodlayan bodlgeleri c¢ikarilp, yerlerine arzu
edilen yabanci genler yerlestirilerek bakuloviris
ekspresyon vektor sistemleri gelistiriimekte ve bu
vektorler cesitli yabanci genlerin genis miktarda ifade
edilmesinde kullaniimaktadir.
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Bakdlovirislerin  ekspresyon  vektor  sistemi
(BEVS) olarak kullaniimalarina ait ilk ¢galismalar, Smith
ve arkadaslari (1983) ve Pennock ve arkadaglari

(1984) tarafindan, Autographa californica
nikleopolihedrovirliis kullanilarak Spodoptera
frugiperda  hicrelerinde  B-interferon'uy  ve  B-
galaktozidaz'i Uretmeleriyle ilgili yapilan

arastirmalardir. Sonraki yillarda BEVS'i kullanilarak
tibbi, ekonomik ve endistriyel 6neme sahip viral,
fungal, bakteriyal, bitkisel ve hayvansal orjinli gesitli
rekombinant proteinler bol miktarda Gretilmigstir.
GlUnimuzde ise Ozellikle tibbi alanda yapilan
calismalarla cesitli hastaliklara karsi yeni antijenler,
biuyume faktorleri ve kinazlar Uretilip, yaygin olarak
kullaniimaktadirlar (Vlak ve Keus 1990). Geligtirilen
yeni ilaglarla birlikte yeni tedavi yontemleri de ortaya
¢ikariimigtir.  Bunlarin sonucunda, basta rekombinant
ve sentetik olmak Uzere birgok yeni asi bulunmustur.
Yine bu alanda yapilan c¢alismalar sayesinde
immunoglobulinler, insilin, interferon ve interlokin gibi
proteinler de bol miktarda Uretilmistir (Hasemonn ve
Capra 1990). Endustriyel éneme sahip cesitli bitkisel
proteinler de bu sistemde yaygin  olarak
sentezlenmektedir. Ayrica, zirai micadelede zararl
bdceklere karsi etkili olan bazi toksik 6zellie sahip
proteinler de BEVS'de (Uretilerek zirai micadele
calismalarinda kullaniimaktadir (Martens ve ark. 1990).

Viriis genomuna yabanci genlerin yerlestirilme
prensipleri: Bakuloviris genomlarinin biyuk (80-180
kbp) olmasindan dolayi, yabanci DNA’larin bakilovirus
genomuna yerlestirimesi igin bakteri veya maya
vektdrlerine benzer bir tarzda, restriksiyon enzimleri ve
DNA ligaz kullanilarak, direkt olarak c¢alismada
gugclikler vardir. Polh genini olusturan viris genomu
bdlgeleri, bakteriyal plazmide yerlestirilerek
Escherichia coli'de veya polimeraz zincir reaksiyonuyla
(PCR) c¢ogaltihr. Daha sonra, polh geni restriksiyon
enzimleri ve ekzonukleazlar kullanilarak elde edilir.
Promotoriin hemen asagisinda sadece bir restriksiyon
enzimi  yeri  olusturulmasi, yabanci  DNA’nin
yerlestiriimesini  kolaylastirir.  Olusturulan bu son
plazmid transfer vektérii veya rekombinasyon vektérii
olarak adlandiriir ve cgesitli sekillerde dizenlenir.
Boylece, transfer vektori polh genine ait kodlayan
bdlgeden mahrum fakat, rekombinasyon icin gerekli
olan aski bolgelerine sahip ve isaret geni tasiyan bir
plazmiddir.

Sekil 2°de, ilgili bir ekzogen proteini ifade etmekte
olan rekombinant bakulovirGslerin Uretimi, seg¢imi ve
izolasyonu sematik olarak gdsteriimektedir. Oncelikle,
uygun promotor-okuma zinciri-aski bdlgelerini tasiyan
bir transfer vektord, kiltir edilmis bécek hicrelerine ya
yabani tip viris enfeksiyonu sonrasi ya da yabani tip
viris DNA’s1yla birlikte transfer edilir. Bu enfeksiyonun
uriinlerinden rekombinant virGsler segilir ve plak
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saflastirmasina tabi tutulur. Saf rekombinant virlisler
ilgili proteini Uretmek icin kullanilir.

Tum rekombinant proteinler igin ideal bir gen ifade
sistemi  henliz gelistirlememistir. Gen ifadesinde
kullanilan bakteriyal, plazmid, faj, viral ve YAC
vektorlerinin her biri, rekombinant protein yapisina ve
onun kullanilig 6zelligine uygunluk gdsterir. BEVS
digerlerine gbre bir¢cok avantaja sahiptir.

Bunlar, BEVS'inin protein uretimi igin dkaryotik bir
ortam olmasi, sistemde gesitli viris gen Urinlerinin
kullanilabilmesi, sistemin gugli gen promotorlerine
sahip olmasi, sistemde temporal faktorlerin olmasi,
olgunlasmamis genlerin (6rnegin, cDNA’lar) ylksek

oranda ifade edilmesi, biyuk genlerin
ekspresyonlarinin  yapilabilmesi, gen ifadesinin
27°C’de meydana gelebilmesi, teknoloji basitligi,

sistemin gulvenilir olmasi ve bol miktarda Uretimin
yapilabilmesidir.

Bakuloviris Ekspresyon Vektor Sistemi
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Sekil 2. Bakuloviris ekspresyon vektor sistemini kullanarak
rekombinant gen ifadesi
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Bocek virtislerinin gen terapi vektoérii olarak
kullanilimalari: Gen terapisi, hastaliklarin olugsmasina

sebep olan kusurlu genleri dizeltmek igin son
zamanlarda geligtirilen  6nemli  bir  ydntemdir.
Arastiricilar  bu  amagla ¢esitli  yaklagimlardan

faydalanmaktadir. Bunlardan en sik kullanilani,
fonksiyonel olmayan genler ¢ikarilip, genomda spesifik
olmayan bir yere fonksiyonel genlerin sokulmasidir.
Bir baska yontemde kusurlu genler homolog
rekombinasyonla normal gen ile degistirilebilirler.
Diger bir ydontemde ise normal gen bu genin islevinin
geri donmesini saglayan geri mutasyon ile tamir
edilebilir. Ayrica, belli genlerin regllasyonu uyarilabilir.

Glnidmuzde, gen terapisi igin bocek virlslerinin
kullaniimasina ydnelik c¢alismalar istenen dizeyde

olmamasina ragmen, bazi 6nemli c¢alismalar
mevcuttur. Bu calismalarda gen terapisinde
bakullovirislerin ~ kullaniminin  dider gen terapisi

ybntemlerine gbre avantajlari agikca sergilenmigstir
(Hofmann ve ark. 1995; Boyce ve Bucher 1996; Ghosh
2002; Kost ve Condrey 2005; Van Oers 2006).
Bunlarin bdcek kaynakl olmalar, insan bagisiklik
sistemine cevap olusturmamalari ve insanlarda patojen
olmamalari gibi 6zellikleri bu virlslerin gen terapisinde
kullanilma  nedenlerini  artirmaktadir. Ayrica,
vektorlerde rekombinatlarin seg¢imine imkan veren
isaret genleri, cermeleri, yapay kromozomlar gibi
bliyltk DNA’larin aktarilabilmelerine imkan saglamalari,
cok yuksek verimlilikte rekombinasyon olusturma
kapasitelerine sahip olmalari, serumsuz ortamlarda
uretilebilmeleri gibi 6zellikler bakulovirisleri Gnemli gen
terapi vektorli haline getirmistir. Hatta bu o6zellikler
diger bocek virlslerinde de bulunabilir. Ancak, bécek
virusleriyle yapilan gen terapisi ¢alismalari ginimuizde
bakulovirislerle sinirli olup, diger bécek virtsleri bu
anlamda heniz gahsiimamistir.  BakulovirGslerin bu
alandaki caligsiima avantajlari, diger bdcek virtslerinin
de etkili bir sekilde gen terapisinde kullanilabilecegi
yonindeki gorisleri giglendirmektedir. Bu nedenle,
diger bocek virUslerinin gen terapisi galismalarinda
kullaniimasi yoniinde detayl calismalara ihtiyag vardir.

Sonug

Yukarida da belirtildigi gibi, bécek virUsleri son
yillarda zirai micadele, molekiler biyoloji, gen
ekspresyonu ve gen terapisi alanlarinda tim diinyanin
ilgisini ¢eken, bilimsel c¢alisma materyalleri haline
gelmislerdir. Bu virUslerin, sadece bir alanda degil, cok
yonlu olarak insanlia hizmet etmekte olduklari
gOrulmektedir. insanlik belki de bu viriislerden
yararlanmanin henlz baglarindadir. Molekiler genetik
ve biyoteknoloji alanlarindaki bas dénduricl bir hizla
meydana gelen gelismeler, bocek viruslerini gelecekte
¢ok daha popller hale getirecek ve ¢ok daha etkin bir
sekilde insanoglunun hizmetine sunacaktir.
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