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Baculovirus’lerin Biyolojisi ve Replikasyonu
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OZET: Baculovirus’ler, gesitli uygulama alanlarinda son yillarda énemli derecede ilgi ¢eken arastirma ve calisma materyalleri haline
gelmislerdir. Yiiksek konak seciciligi sayesinde tarimda insektisid olarak kullanilmaktadirlar. Rekombinant Baculovirus’ler, giiclii polh
ve p10 geni promotorlerinin kontrolii altinda ilgi duyulan genlere ait gesitli proteinlerin ekspresyonunda biyoteknolojide kullanilmakta-
dirlar. Tip sahasinda gen terapisi konusunda gen terapi vektorleri olarak dikkat gekmektedirler. Ciinkii Baculovirus’ler memeli hiicreleri-
ne girmekte ancak, ne replike olmakta ne de patojenik bir etki gostermektedirler. Ayni zamanda Baculovirus’ler gen yap1 ve organizas-
yonlar1 bakimindan molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda model olan ajanlardir. Baculovirus’ler pratikte yaygm bir sekilde kullanilmalarma
ragmen, genom replikasyonlari hala tam olarak anlagilamamistir. Bu konuyla ilgili deneysel verilerin cogunlugu son birkag yil i¢inde
elde edilmistir. Insanhik Baculovirus’lerden elde edecegi nimetlerin heniiz basindadir. Yukarida bahsedilen zellikleriyle baculovirus’ler
daha uzun yillar bilim diinyasma hizmet edecektir. Bu eserin, biitiin diinyada ¢ok popiiler olan Baculovirus’lere iilkemizdeki ilgi eksikli-
ginin giderilmesi husunda biiyiik katki saglayacagina inanmaktayiz. Bu nedenle, bu derlemede Baculovirus’lerin biyolojileri hakkinda
bilgiler verildikten sonra, baculovirus replikasyonu ayrmtil bir sekilde agiklanmaktadir.

Anahtar Sézciikler: Baculovirus, Replikasyon, Viriis vektorleri

Biology and Replication of Baculoviruses

SUMMARY:: Baculoviruses have become a noteworthy research and study material for various applications in recent years. They are
used as insecticides in agriculture because of their high host specifity. Recombinant baculoviruses are being used in biotechnology for
the expression of related genes under the control of strong polh and p10 genes promoters. They have attracted attention as gene therapy
vectors in medicine. Baculoviruses can enter the mammalian cells; however, they neither replicate nor show any pathogenic effect. Also
baculoviruses are model organisms for molecular biology studies of gene structure and organization. Although baculoviruses are used
commonly, their genome replication is not understood. Most of the research data about this subject have been obtained during recent
years. Human beings have just begun to benefit from the use of baculoviruses. Baculoviruses will serve science in the future as men-
tioned above. We believe that this review will contribute to the appreciation of the field in our country in regard to baculoviruses which
are popular all over the world. For this reason, in this review after giving information about the biology of baculoviruses, replication of
baculoviruses has been explained in detail.
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GIRIS

Baculovirus’ler, genis bir viriis grubu olup, ozellikle boceklerde
bulunur (57). Konaklar1 sadece omurgasizlarla smnirli oldugundan,
ekolojik zararli miicadele programlarinda, 6nemli tarim ve orman
zararhlarmin kontrolii i¢in biyolojik miicadele materyali olarak
kullanilma potansiyellerine sahip faydali ajanlardir (29, 36).

Genomlart prokaryotik ve okaryotik organizmalardan daha
kii¢lik olmasina ragmen, baculovirus’ler, gen yap1 ve diizeyleri
bakimindan bu organizmalarin ve memelilerde enfeksiyon
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yapan viriislerin genomlarina kismen benzerlik gosterdiklerin-
den, molekiiler biyoloji ve rekombinant DNA ¢aligmalar igin
iyi bir model olugturmaktadirlar (5).

Rekombinant baculovirus’ler, farkli 6karyotik genleri arastir-
mak ve biyoteknolojik uygulamalarini arttirmak igin bocek
hiicre kiiltiirlerinde iiretilirler (39, 46, 66). Baculovirus eks-
presyon vektor sistemi (BEVS) kullanilarak, tibbi ve endiistri-
yel acidan 6nemli olan gesitli prokaryotik, dkaryotik ve viral
genlerin bu viriisler araciligiyla ekspres edilmeleriyle birgok
hastaliga kars1 tedavi amaciyla kullanilan proteinlerin iiretil-
mesi, besin ve ilag hammadde eksikliginin giderilmesi ve biyo-
lojik miicadele igin gerekli ¢esitli toksinlerin iiretilmesi sag-
lanmustir (4, 10, 13, 56, 63).

Ayrica, baculovirus’ler gen tedavi metodu ile gesitli hastaliklarin
tedavisinde gen transfer vektorii olarak kullanilmaktadirlar (18).
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Bu virtiisler, bocek kaynakli olduklari i¢in insan bagisiklik
sistemine cevap olusturmama ve insanlarda patojen olmama
gibi ozellikleriyle diger viriis vektorlerine gore gen tedavisinde
kullanmilmalar agisindan avantajlara sahiptirler (33, 62).

Cogunlugu bdceklerden olmak iizere 800’dan fazla baculovirus
Arthropodlardan izole edilmistir (1, 15, 44). Bunlardan
Autographa californica niikleopolihedroviriis (AcMNPV) ve
Anagrapha falcifera niikleopolihedroviriis (AfMNPV) basta
olmak iizere birgok baculovirus ayrintili bir sekilde ¢alisilmis-
tir (2, 11, 26, 42). Baculovirus’lerin konak spektrumuyla ilgili
caligmalar farkli boceklerde (47) ve hiicre kiiltiirlerinde (8, 12,
41) yapilmistir. Bu ¢aligmalar, baculovirus’lerin farkli hiicre
suslarinda farkli replikasyon oOzellikleri sergilediklerini ve
hiicrelerin bu viriislere kars1 farkl duyarlilik derecelerine sahip
olduklarimi gostermistir (9).

Yukarida bahsedilen ozelliklerinden dolayi, baculovirus’ler
son yillarda yogun sekilde calisilan arastirma materyalleri
haline gelmisler ve 6nemli alanlarda da kullanilmaktadirlar
(Tablo 1). Bu viriislerden zirai miicadele ajani, gen ekspresyon
vektorii, gen tedavi vektorli ve model organizma olarak en iyi
sekilde yararlanabilmek i¢in bunlarmn gen replikasyon ve eks-
presyon ozelliklerinin ayrintili bir sekilde bilinmesi gerekmek-
tedir. Bu nedenle, bu derleme eserde baculovirus’lerin biyolo-
jileri hakkinda bilgi verildikten sonra gen replikasyonlar: {ize-
rinde ayrintili bir sekilde durulacaktr.

Tablo 1. Baculovirus’lerin kullanildigi ¢aligma sahalari

Diptera ordolarina ait arthropodlarin larval doénemlerini
enfekte eder (16).

Inkiizyon yapilarina gére baculovirus’ler Nucleopolyhedrovirus
(NPV) ve Granulavirus (GV) olmak iizere iki genusa ayrilir
(57) (Tablo 2). Polihedrin proteininden meydana gelen bir yap1
icerisine gomiilen NPV’ler de morfolojik olarak her virionda
bulunan niikleokapsid sayisina gore iki gruba ayrilir. Multi-
niikleopolihedroviriis (MNPV)’ler her virionda birden fazla
niikleokapsid ihtiva ederken, single-niikleopolihedroviriis
(SNPV)’ler her virionda bir niikleokapside sahiptir. Hem
MNPV hem de SNPV’ler her gomiilii yap: igerisinde ¢ok sayida
virion ihtiva edebilirler. Graniilin proteinden meydana gelen bir
yap1 igerisine gomiilen GV iiyeleri, morfolojik olarak NPV
iiyelerinden rahatlikla ayrilabilir. NPV’ler yogun bir kristal yap1
halinde ve polihedron seklinde iken, GV’ler bir graniil goriinii-
miinde ve oval-silindirik yapidadir. GV’ler her gomiilii yapida
sadece tek bir virion ihtiva eder.

Son yillarda, birka¢ korunmus gen (polihedrin/graniilin, ge¢
zorunlu faktér-2 ve DNA polimeraz) ve tiim genomun
filogenetik analizlerine gére NPV’ler grup I ve grup II olmak
iizere iki alt gruba ayrilir. Buna gore, tomurcuklanan viriis
(BV)’lerden zarf flizyon proteini olarak GP64’e sahip olanlar
Grup I NPV’ler ve fonksiyonel olarak bu proteine homolog
olan F proteini ihtiva edenler de Grup II NPV’ler olarak grup-
landirild1 (26, 68).

Kullanilan Kullanim
saha sekli Tablo 2. Baculovirus’lerin sistematigi
Tarim ve orman zararlisi gesitli boceklerin Familya Genus
Bl}’OlO‘]lk rrlluc‘adele‘smde?‘tek tiaslarlna veya diger ajanlarla Baculoviridae  Nucleopolyhedrovirus  Multi-
miicadele birlikte biyolojik miicadele programlarinda . . .
mikrobiyal miicadele ajani olarak (NPV) niikleopolihedroviriis
(MNPV)
Gen yap1 ve organizasyonlar1 bakimindan ornek, Autographa
Molekiiler okaryotik hiicrelere benzedikleri i¢in molekiiler californica MNPV
biyoloji biyoloji ve rekombinant DNA ¢alismalarinda (AcMNPV)
model olarak .
Single-
T1bbi, endiistriyel ve zirai miicadele agisindan niikleopolihedroviriis
Gen o6nemli olan ilgi duyulan gesitli gen tiriinlerinin (SNPV)
ekspresyonu iretilmesi igin biyoteknolojik ¢aligmalarda ornek, Trichoplusia ni
ekspresyon vektorii olarak SNPV (TnSNPV)
Kusurlu genlerin normal genlerle yer degistiril- Granulavirus (GV) ornek, Trichoplusia ni
Gen mesi, kusurlu gen islevlerinin geri doniisiimii- GV (CdGV)
tedavisi niin saglanmast ve belirli genlerin regiilasyonla-

rinin uyarilmast seklinde hastaliklarin tedavi-
sinde gen tedavi vektorii olarak

BACULOVIRUS’LERIN BiYOLOJiSi

Baculovirus’lerin Sistematigi

Baculovirus’ler, boceklerde sik sik oldiriicti hastaliklara ve
hastalik salginlarma sebep olan biiyiik bir bocek virtisii grubu-
dur. Bu viriise ait virionlar gdmiilii yapilar olarak adlandirilan
proteinden meydana gelmis yapilar igerisine gomiiliir.
Baculovirus’ler, cogunlugu Lepidoptera, Hymoneptera ve
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Baculovirus’lerin DNA’s1

Baculovirus’ler, 25x250 nm biiyiikliikte ve 80-180 kbp kapali,
yuvarlak ve ¢ift zincir, stipersarmal DNA ihtiva ederler (25, 57).
Bazi niikleopolihedroviriislerin DNA’lar1 tanimlanmis (21, 35)
ve restriksiyon endoniikleazlar kullamilarak, genetik haritalart
elde edilmistir (28, 52). Simdiye kadar 35 baculovirus’e ait
komple genom dizin analizleri tamamlanmustir (37). Bu dizin
analizleri karsilastinldiginda birgok baculovirus izolatimin bir
digerinden kiigiik oranlarda farkli oldugu ve bu farklarin da
delesyon ve inversiyon mutantlartyla meydana geldigi goriiliir.



Baculovirus’lerin biyolojisi

Temelde baculovirus gemonlar1 benzer gen igeriklerine sahiptir.
Genomda kodlanan genlere ilave olarak genoma yerlesmis du-
rumda homolog bdlge (/7)’ler olarak bilinen birkag kiigiik tekrar
stralar vardir. Genomda birden fazla olabilen bu bolgelerin erken
gen transkripsiyonunu arttirdigi ve replikasyon orjini olarak
davrandig gosterilmistir (3, 42).

Baculovirus’lerin Yapisi

Baculovirus’lerin  DNA’s1, P39 proteininden yapilmus bir
kapsid ile ¢evrilidir (53). DNA ile kapsid niikleokapsid olarak
adlandirilir. Niikleokapsid ise en dista, zarf olarak adlandirilan
membran yapisindaki bir ortii ile ¢evrilidir ve bu yapinin tii-
miine de virion ad1 verilir (Sekil 1).

nikleokapsidler

virion

Sekil 1. Baculovirus partikiillerinin ultrayapisal goriintiisii, A:
Polihedral inkliizyon yap: (PIB, dogada bocekten bocege enfeksiyonun
yayilmasini saglayan yap1), B: Cok niikleokapsidli bir NPV’ye ait
PIB’nin enine kesiti, C: PIB’nin enine kesit diyagrami (59).

Baculovirus niikleokapsidleri, 30-60 nm ¢apinda ve 250-300
nm uzunlugunda olan ¢omak seklinde yapilardir. GV’ler de
yaklasik 0.3 x 0.5 pm boyutlarinda, oval-silindirik yapilar
igerisine gomiiliir. NPV’lerin gomiildiigii formlar polihedral
sekillidir ve yaklasik 0.15-15 pm biiyiikligiindedir.

GOmiilii virlis formlari, viral enfeksiyonun son saflarinda iireti-
len ve proteinsi yapilar igerisine gdmiilen formlardir. NPV’lerde
virionlar polihedrin proteinden (28 kDa) olusan kristal benzeri
yapilar igerisine gomiilerek polihedral inkliizyon yapilar1 (PIB)
olusturular. Bu yapilar baculovirus’lerin basarili bir sekilde zirai
miicadele ¢aligmalarinda kullanilmalarinin nedenidir. PIB’ler,
dogada viriis enfeksiyonlarini bocekten bocege transfer eden,
enfeksiyon ozelligine sahip ve viriislerin uzun siire gevrede
zarar gormeksizin kalmasini saglayan yapilardir.

Baculovirus’lerin ikinci tip morfolojileri ise bocek dokularinda
ve hiicre kiiltiirlerinde hiicreleri enfekte eden formlaridir. Bun-
lar hiicrelerden zarf kazanarak tomurcuklanma ile salinan (BV)
viral yapilardir. Viriisiin tomurcuklanmasindan &nce hiicre
membram viral GP64 proteinin membrana ilave edilmesiyle
degistirilir. Bu proteine, konak igerisinde viriisiin etkili yayil-
masinda ihtiya¢ oldugu gosterilmistir (Sekil 2).

Tomurcuklanan Viris (BV) Inklizyondan Geligen Viriis (ODV)

Genel Virion
yapiary

BV e ézel
yapiar

ODVye ézel
yapiar

Zarf proteinleri (ODV
E18/35,E25, EC27,
E35, E56,E66)

pdl
(tegiment)

Viriis DNA’s1
Temel DNA baglanma
proteini (p6.9)
Biiyitk kapsit proteinleri
(vp39, 80, p24)

gp64 zarf fizyon
proteini

(gp64 EFF)

P74
Kapsit ug yapist (ORF

Vition zarfi—p 1629 [pp78/83)]

<+—Virion zarf1
Polihedrin

FEP (pp34)

Sekil 2. Baculovirus virionlarinin karsilastirilmasi.  Bu sekildeki
ODV, ¢ok niikleokapsidli NPV’ye aittir. Ortada gosterilen proteinler
hem BV hem de ODV i¢in ortak olan proteinlerdir. Soldaki proteinler

BV i¢in, sagdaki proteinler ise ODV igin 6zel proteinlerdir (6).

BACULOVIRUS REPLIKASYONUNA GENEL BAKIS

Hiicre kiiltiirlerinde yapilan ultrayapisal ve histokimyasal ¢alisma-
lar, viral DNA replikasyonunun, nukleus iginde “virojenik
stroma” olarak adlandirilan bolgede meydana geldigini gdstermis-
tir (31, 53, 64). Bu replikasyon islemi iki sathada meydana gelir
(Sekil 3).

Birinci satha (A): In vitro sistemde veya konakta hiicreler arasinda
meydana gelen BV enfeksiyonu (Sekonder enfeksiyon): Zarfli
BV’ler hiicre yiizeyindeki reseptorlere tutunur (1. adim) ve
endositozis ile hiicreye girerler (2. adim). Viral zarf ile endozomun
flizyonu (3. adim) sonucunda niikleokapsidler sitoplazmaya dagi-
lir. Bu niikleokapsidler nukleusa dogru ilerler (4. adim) ve nukleer
por ile interaksiyona girerler (5. adim). DNA, nukleusta viriondan
salimir (6. adim) ve transkripsiyon baslar (7. adim). Yeni olusmus
virojenik stroma ile birlesme gerceklesir, viral DNA replike olur
ve niikleopkapsidlerin igerisine paketlenir (8. adim). Geg fazda,
niikleokapsidler nukleustan ¢ikar (9. adim), plazma membranina
dogru hareket eder ve ekzositozis ile buradan tomurcuklanarak
salmirlar (10. adim). Boylece, virlis zarf proteini saglanmis ve
enfektif BV’ler de iiretilmis olur (11. adim). Olusan bu zarfli vi-
riisler (Budded viriis, BV) konak organizmalarda ve hiicre kiiltii-
riinde, hiicreler arasinda enfeksiyon yapma 6zelligine sahip, ¢o-
mak seklinde virlis formlaridir. Cok gec¢ fazda, niikleokapsidler
tekrar nukleusa doner, burada zarf kazanir (12. adim) ve OV olus-
turmak {tizere bir polihedrin matriksine gdmiiliir (13. adim). Hiic-
renin pargalanmastyla OV’ler ortama yayilir.

Ikinci safha (B): OV ile bir orta bagirsak hiicresinin enfeksiyo-
nu (Primer enfeksiyon): Bocek tarafindan beslenme yoluyla
alinan OV’nin krital yapis: orta bagirsak liimeninde alkali or-
tam nedeniyle ¢oziliir (1. adim). ODV’ler liimene yayilir ve
bagirsak epitel hiicrelerine girmek iizere peritrofik membrani
gecerler (2. adim). ODV zarfi ile mikrovillus membran: fiizyon
olayu ile kaynasir (3. adim). Niiklekapsidler sitoplazmaya dagi-
lir ve buradan nukleusa hareket ederler (4. adim). Diger
replikasyon adimlar1 (5-11. adimlar) kiiltiir hiicrelerindeki gibi
gerceklesir.
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Sekil 3. Baculovirus enfeksiyon dongiisiiniin sematik gosterimi (17).

Viriisiin Konaga Girisi

Viriisiin konaga giris islemi, inkliizyondan elde edilen viriislere
gore BV’de daha fazla galisilmis ve mekanik olarak her iki
viriiste de giris isleminin farkli oldugu goriilmiistiir (64).
BV’ler, boceklerde hiicreden hiicreye enfeksiyonun yayilma-
sinda rol oynar. Bu fenotipik form, hiicre kiiltiirli uygulamala-
rinda kullanilan ajandir. Zarfl viriislerin hiicreye girisi ya di-
rek hiicre ylizeyine membran flizyonu ya da zarf flizyon prote-
ini (GP64, EFP) tarafindan gergeklestirilir. Viriis, reseptor
tarafindan gergeklestirilen endositozis yoluyla hiicreye girer.
BV’nin plazma membranina baglanarak virionun bir endositik
vesikiil i¢ine almmasindan sonra membran fiizyonu meydana
gelir ve niikleokapsidler sitoplazmaya dagilir.

Niikleokapsidin Tasinmasi ve Kabugun Atilmasi

Baculovirus niikleokapsidleri sitoplazmaya girdikten sonra
nukleusa tagimr. Bu islem hakkinda az sey bilinmesine rag-
men, konak hiicre aktin ipliklerinin enfeksiyonun erken satha-
larinda rol oynadig: diisiiniilmektedir. Aktin, cesitli hiicresel
aktiviteleri (hiicre hareketi, fagositozis, sekresyon, vb.) ve
hiicresel yapilar1 kapsayan, hiicrelerde bol miktarda bulunan
bir hiicresel proteindir. Baculovirus DNA’sinin kabuk atilmasi
olay1 nukleus disinda veya nukleusta olusur. Elektron mikros-
kobu ¢alismalari, iki baculovirus grubunda (NPV ve GV) viral
DNA kabugunun atilma yerlerinde farklilik gosterdigini ortaya
koymustur. NPV niikleokapsidlerinde kabugun atilmasi konak
hiicre nukleusunda gergeklesmesine ragmen (22), GV
niikleokapsidlerinin sitoplazmada kaldig1 ve viral DNA’nin
nukleer porlardan nukleusa girdigi tespit edilmistir (55).

Viriis En Erken ve Ge¢ Erken Genlerinin ifadesi

Nukleusta kabugun atilmasindan sonra ilk olarak replike ol-
mamug viral DNA, bir konak RNA polimeraz: tarafindan
transkrip edilir. Baculovirus erken genlerinin transkripsiyonlar1
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ayrintili bir sekilde incelenmistir (48, 60) ve genlerin enfeksi-
yonundan sonra farkli zamanlarda ekspres olduklari belirlen-
mistir. DNA replikasyonundan dnce ekspres olan genler de en
erken ve geg erken olmak iizere ikiye ayrilir (Tablo 3).

Tablo 3. Baculovirus genlerinin ekspresyonlar ve dzellikleri

Faz Ozellik

En Er- Viral transregiilatorlerin ve etkili transkripsiyon i¢in

ken ihtiya¢ duyulmayan genlerin ekspresyonu. Bu fazda
ekspres olan genlerin ¢ogu enfeksiyonun olusturul-
mast i¢in gereklidir.

Geg
Erken

Viriistin replikasyonuna ve konagin manipiilasyonuna
istirak eden genlerin ekspresyonu. Bu genler, etkili
bir transkripsiyon i¢in genellikle viral regiilatorlerin
(IE-0, IE-1, PE38 gibi) varligina ihtiya¢ duyar.

Geg Erken fazdan geg¢ faza gegcis konak hiicre DNA
replikasyonu ve protein sentezinin durdurulmasiyla
karakterize edilir. Niikleokapsidler iiretilir. BV’ler
meydana gelir ve enfeksiyon konagin her tarafina

yayulir.

En Geg Viriis enfeksiyonunun ileri sathasidir. Virionlar
polihedrin proteini igerisine gomiiliir. Viral
proteazlar konag sivilastirir ve kitinden meydana
gelen eksoskeletonu pargalarlar. Gomiilii projeni
viriisler, horizontal yayilma i¢in ¢evredeki materyal-

lerin tizerine sagilir.

Enfeksiyonun en erken fazinda, replikasyon basamaklarimn
diizenlenmesini saglayan (IE-0, IE-1, IE-2, PE-38) ve konak
cevab1 engelleyen genlerin {irtinleri (EG35) ekspres olur. Etki-
li bir ekspresyon i¢in en erken genler viral transregiilatorlerine
ihtiyag duymaz. Geg erken genler ise etkili bir transkripsiyon
i¢in bir transregiilatore ihtiya¢ duyulmastyla karakterize edilir.

DNA sentezi igin ihtiya¢ duyulan genler (DNA polimeraz,
dnapol ve bir DNA helikaz-benzeri protein kodlayan, p/43) ve
gec gen ekspresyon faktorleri (ge¢ ekspresyon faktorleri, lef)
de bu erken fazda ekspres olur. Intra ve ekstasellular degisik-
liklere sebep olan birka¢ gen de bu fazda ekspres olur. EGT
enzimi ekstrasellular ¢evre degisikligine ve P35 de apoptosisin
engellenmesine sebep olur.

Erken promotérlerin ¢ogu etkili bir transkripsiyon i¢in regiila-
tor protein IE-1’e (veya IE-0) de ihtiya¢ duymasina ragmen,
baculovirus erken genleri bir konak RNA polimeraz: tarafin-
dan transkrip olur. Erken genler ¢esitli transkripsiyon modelle-
rine sahiptir. Bazi transkriptler enfeksiyondan 1 saat sonra gibi
¢ok erken bir siirede goriiliir ve enfeksiyondan 6 saat sonra
hizli bir seklide azalir. Oysa digerleri zamanla birikir.
Transkriptlerin ortaya ¢ikmalarindaki bu farklilik ¢esitli erken
proteinlerin rollerini ve bir ge¢ promotdér motifinin varligin
yansitabilir. Transkriptlerin zamanlamalar1 virtisler arasinda
degisir ve viriisiin enfekte ettigi konagin tiirtine de baglidir.

Viral DNA Replikasyonu

Baculovirus DNA replikasyonu virojenik stroma icerisinde
yapisal olusumlar ile birlikte gerceklesir. Replikasyon icin
zorunlu viriis genleri DNA polimeraz (dnapol), helikaz (hel),
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IE-1 (ie-1) ve geg viriis genlerinin ekspresyonundan sorumlu
gec ekspresyon faktorleri (LEF) 1 (lef-1), 2 (lef-2) ve 3 (lef-
3)’tir (32, 50). Bazi konak hiicre bilesenlerinin kullanimlar1
hari¢, DNA replikasyon mekanizmasinin biiyiik bir kismimn
viriis tarafindan kodlandig1 diistiniilmektedir. Baculovirus
replikasyonunun geg¢ fazi enfeksiyondan yaklasik 6-8 saat son-
ra baslar ve enfeksiyondan yaklasik 24 saat sonraya kadar
devam eder (14). Yapilan ¢alismalar, viral DNA replikasyonu
i¢in p126’ya (DNA polimeraz) ilave olarak p/43 (helikaz)
geninin de gerekli oldugunu ortaya koymustur (32). Diger
analizler, zorunlu genlere ileve olarak, P35 (p395), IE-2 (ie-2),
PE38 (pe38) ve LEF-7 (lef~7)’nin de viral replikasyon i¢in
uyarict faktorler olduklarim gostermistir (38) (Tablo 4).

Bu fazin 6zellikleri viral DNA’nin replikasyonu, konak hiicre
transkripsiyonunun durdurulmasi ve viriisiin tomurcuk (budded
viriis, BV) formunun firetilmesini kapsamaktadir. Bu fazda
iiretilen proteinler DNA baglanma proteini P6.9 (DNA paket-
lenmesine katilir) ve GP64 (BV’lerin yiizeyinde bulunan zarf
fiizyon proteini) proteinlerini icerir. Erken fazdan ge¢ gen
ekspresyonuna gecisi saglayan anahtar olay, genlerin trans-
kripsiyonlar1 i¢in kullanilan RNA polimerazdaki bir degisiklik-
tir. Bu fazda yararlanilan polimeraz viriis tarafindan kodlanan
bir RNA polimerazdir.

Geg fazin anahtar 6zelliklerinden bir tanesi genomun replikas-
yonudur. Bu replikasyonun A7 siralarinda basladigi ve genom
iizerinde devam ettigi diisliniilmektedir. DNA replikasyonu-
nun bu modeli yukarida da belirtildigi gibi bir yuvarlanan halka
metodu olarak kabul edilir. Baculovirus genomunda ¢ok sayida
hr olmasi, DNA pol’iin birgok yere baglanmasina ve boylece
genomun ¢ok etkili bir sekilde replike olmasina izin verir.

Ge¢ faz boyunca niikleokapsidler de iiretilir. Bu, helikal
niikleokapsidlerin olusumu ve viral DNA’nin paketlenmesini
kapsar. Viral DNA’nin paketlenmesi P6.9’un defosforilasyo-
nuna ihtiya¢ duyar. Niikleokapsidlerin akibeti farklidir. Onlar,
GP64 bagimlh zarf flizyonunu takiben reseptdr bagiml
endositozis ile konak igerinde enfeksiyonun yayilmasini sagla-
yan virionlar olusturmak iizere hiicre membranindan tomur-
cuklanirlar veya bocekler arasinda horizontal yayilmay: sagla-
mak tizere bir matriks proteinine gomiilerek inkliizyon yapilara
dontistirler.

Ge¢ Gen Ekspresyonu

Enfeksiyonun gec fazi, alfa amanitin direncli RNA polimeraz
aktivitesinin ve ge¢ genlerin transkripsiyonlarinin goriilmesiyle
belirlenir (23). Baculovirus ile enfekte olmus hiicrelerden ali-
nan nukleer ekstraktlar, ge¢ promotorlardan tam transkripsiyon
oldugunu desteklemistir (19). Geg transkripsiyon icin ihtiyag
duyulan viral gen {iriinlerinin birkag¢1 gegici ekspresyon calis-
masiyla aydinlatilmistir. En az 18 baculovirus geni ge¢ eks-

presyon faktor veya “lef” genleri olarak tanimlanmustir (58).
Bu 18 lef geninin, 10 tanesi direkt olarak geg transkripsiyonu
etkilerken, 9 tanesinin DNA replikasyonuyla ilgili oldugu gos-
terilmistir (38). lef genlerine ilaveten, yiiksek seviyede ekspres
olan en geg genler (polh ve p10 genleri) igin 6zel olarak ihtiyag
duyulan bir viral gen tanimlanmus ve “en ge¢ faktor-1” veya
vif-1 olarak adlandirtlmstir (40).

AcMNPYV polihedrin geni galigmalari, transkripsiyonun temel
sorumlusu olarak transkripsiyon baslangi¢ ucunda 8 bp’lik
(TAAG-ihtiva etmekte olan) bir dizin oldugunu gdstermistir
(49). Transkripsiyonlarinin agir1 derecede olmasimdan dolay,
polh ve pl0 genleri “asir1 derecede ekspreslenen” en ge¢ gen-
ler olarak adlandirilmistir. Polihedrin gen promotorlarinin
karsilagtirilmasi sonucunda TAAG kor dizininin hemen asagi-
sinda AT’ce zengin korunmus bir dizin oldugu goriillmiistiir.
Mutasyonal analizler, polihedrin TAAG’nin hemen yukarisi ve
asagisindaki dizinlerin transkripsiyonlarin fevkelade yliksek
seviyede olmast1 i¢in 6nemli oldugunu gostermistir (45).

Tablo 4. Baculovirus replikasyonuna katilan 6nemli bazi proteinler ve

fonksiyonlari

Protein Fonksiyonu

Polihedrin / Inkliizyon yapilarin kristal matriksini olusturan

Granulin yiiksek oranda ekspres olan proteinlerdir.
Virionlarin gevresel etkilerden korunmasina
saglar.

GP64 / F- Sadece BV’lerde bulunan zarf fiizyon proteinle-

proteini ridir. Bunlara, BV’lerin konak hiicrelere giri-
sinde ihtiya¢ duyulur.

EGT Konak bocegin deri degistirme hormonlarim

inaktif eden bir enzimdir.

P35,1IAP-1,2, Apopotosis inhibitdrleridir. Hiicrelerin prog-

3,4 ramlanmis Sliimlerini ortadan kaldirir veya
geciktirir.

DNApol Viral DNA polimeraz. Viral genomun
replikasyonunda gereklidir.

P143 Helikaz.
Viral genomun replikasyonunda gereklidir.

1E-0, IE-1, Replikasyon dongiisiinde iiretilen erken

1IE-2, PE38 transaktivatorler. Replikasyon dongiisiiniin
ozellikle erken fazindaki diger genlerin aktivite-
lerini diizenlerler.

LEF’ler (en Geg ekspresyon faktorleri. Geg genlerin eks-

az 18) presyonlari i¢in gereklidirler. Bazilari konak
hiicre aktivitelerini de bozar.

P6.9 DNA’nin paketlenmesi i¢in bu proteinin
defosforilasyonuna ihtiyag¢ vardir.
Fosforilasyon, konak hiicreye viral giriste
DNA’nin ¢6ziilmesine yol agar.

Ubikuitin Okaryotik ubikuitin benzerligine sahiptir. Viral

enfeksiyon esnasinda segilen proteinlerin parga-
lanmasini durduran aktiviteye sahiptir.

Enfeksiyonun baglamasi i¢in peritrofik
membranin zarar gérmesinde rol oynarlar.
Konagin sivilagmast i¢in gereklidir ve boylece,
projeni viriislerin dagilmasinda etkilidirler.

Kathepsin ve
Kitinaz
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En Ge¢ Gen Ekspresyonu ve Viral Birlesme

Inkliizyon fazi olarak da adlandirilan enfeksiyonun en geg fazi,
birgok ge¢ faz gen transkripsiyonun azalmasi veya kesilmesiy-
le ve inkliizyon yap1 proteini olan polihedrin (27) ve gdomiilme
islemine istirak eden p10 proteini gibi en ge¢ gen {irlinlerinin
bol miktarda ekspresyonuyla karakterize edilir (61, 69). Geg
gen rlinlerinin  sentezini takiben, nukleus igerisinde
niikleokapsid birlesmesi baglar. Bos kapsidler elektronca yo-
gun olan “virojenik stroma” ile birlesir (67). Immiinofloresan
boyama ile yapilan ¢aligmalarda, F-aktinin niikleokapsid olu-
sumunda Onemli rol oynadigi belirlenmistir (7). Viral
DNA’nin paketlendigi niikleokapsidlerin ilk dnce birlestigi ve
sonra DNA ile dolduklar1 gosterilmistir. En ge¢ fazda, gomiil-
me yapt proteinleri birlesir ve sonra kristal yapilar nukleus
igerisinde bulunan zarfli virionlar1 sarar. Bu gémiilme islemi,
inkliizyon yapiyr saran bir protein-karbohidrat “zarf yapis1”
(polihedral zarf proteini: PEP veya pp34 ihtiva eden) ilavesiyle
tamamlanir (20, 51). Niikleokapsidlerin plazma memranina
(tomurcuklanip BV’yi olusturmak i¢in) go¢ etmeleri veya sa-
rilma ve gdémiilme igin nukleus icerisinde kalma mekanizmala-
r1 hakkinda fazla bir sey bilinmemektedir.

Sitoliz ve Gomiilii Yapilarin Salinmasi

BV sentezi, enfeksiyonun en ge¢ sathasinda, ODV fenotipinin
sentezini kolaylastirmak i¢in hem bdcek hem de hiicre kiiltii-
riinde azaltilir. Baculovirus enfeksiyonun en ge¢ fazinda, go-
miilli yapilar iiretilip, olgunlastiktan sonra, bu yapilarin dagil-
masin kolaylastirmak {izere bir nukleer parcalanma gerceklesir
(65). Spodoptera frugiperda ve Trichoplusia ni hiicrelerinde
yapilan bir ¢aligmada parcalanma isleminin yaklasik olarak,
enfeksiyondan 60 saat sonra bagladig1 ortaya konulmustur.

Enfeksiyon dongiisiiniin en ge¢ fazinda, polihedrin sentezi
hizlamr ve protein kristalizasyonunun bagladifi yer olan
nukleusa transfer olur. Bununla ayni anda p10 proteini de bol
miktarda iiretilir ve hem sitoplazmada hem de nukleusta farkli
ipliksi yapilar olarak yogunlasir (65). Polihedrinin yogunlas-
masi esnasinda ODV matriks igerisine gomiilmiis olarak mey-
dana gelir. Sonunda polihedrozis hastaligindan dolayr bocegin
Olmesi, gomiilii yapilarin (OB) etrafa sagilmasiyla ve etraftaki
yiizeylerin bu yapilarla bulasmasiyla sonuglanir. OB’lerin
sagilmalari, muhtemelen viriis tarafindan kodlanan ve larval
dokularin sivilagsmasi sonucu konagm Oliimiine sebep olan
enzimlerin etkisiyle (54). Kitinaz, larvalarin
ekzoskeletonundaki kitini parcalarken, kathepsin, bocek ice-
rinde membranlar parcalar. Oliimden ve konak bocek doku ve
kiitikiilasinin pargalanmasindan sonra OB, diger larvalar tara-
findan yenilmeden 6énce ODV’yi korur. Gémiilii yapilar, mev-
simsel beslenme dongiilerine sahip bdcek populasyonlarinda
viriis devamliliginda 6nemli bir rol oynar (30).

hizlanir

Enfekte olmus hiicrelerden inkliizyon yapilarmin olgunlagmasi
ve salmmi plO proteinine ihtiyag duyar. pl0 geninin
delesyonu, 6liime neden olmazken, “zarfin” inkliizyon yapila-
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rina kusurlu ilavesi, zayiflatilmis nukleer dagilma ve kusurlu
hiicre parcalanmasi gibi bazi dnemli etkilere neden olabilir.
Boylece, fonksiyonal bir pl0’dan yoksun baculovirus’lerde,
polihedra normal hiicre pargalanmasiyla enfekte hiicrelerden
salinmaz. Bu viriislerden iiretilmis polihedralar kolay kirilir ve
fiziksel streslerle par¢alanmaya duyarlidir.

BACULOVIRUS’LERDE GEN EKSPRESYONU

Baculovirus’ler ile enfekte olmus hiicrelerde viriise ait protein-
ler poliakrilamid jel elektroforez yontemiyle yeterince tanim-
lanmistir. Bu proteinlerin enfeksiyondan sonra 2-60 saatler ara-
sinda sentezlendikleri tespit edilmistir. Enfekte edilen hiicrelerden
ardr ardina alinan 6rneklerin SDS-PAGE'de incelenmeleri neti-
cesinde, baculovirus gen ekspresyonlarinin basamakli bir sekilde
meydana geldigi, bu genlere ait proteinlerin farkli zamanlarda
olugmalariyla gdzlenmistir. flk zamanlarda yapilan ¢aligmalar
neticesinde, ii¢ basamakli sinifin oldugu tespit edilirken son-
raki ¢aligmalar, yeterince ayirt edilebilen 4 gen ekspresyon
sinifinin oldugunu gostermistir (43) (Sekil 4).

DNA
replikasyonu

Enfeksiyonun
baglamast

aden@) = + (den®\= (=0 =T+ @
2saat > st/ €— > 8 saat > 18saat

'
|
. |
Transkripsiyonun: Konak hiicre RIJA o .
olugumu: polimerazi tarafindan u.-amammr;idxrengh
Konak tarskeipsiyon RNA polimeraz
faktorleri
Vizaltransaktivatirler
Viral enbanserler

Transkriplenen i DNA repli Y Polikedrin
genler: akdivativer ilgili enziler pl0
DNA 5
Replikasyonu

RWApolimewzI: L 4 N

tarafindantrandarip

olanbaz genlerin

durdarulmasy
BV uretimi
Gémili viris —>

S H
uretimi |

Sekil 4. Baculovirus replikasyonu ve gen ekspresyonu sathalari.
(+): arttirict, (-): engelleyici.

En erken (o) olarak bilinen ilk sinifa ait genlerin ekspresyonlari,
enfeksiyondan yaklagik iki saat sonra baglar. Bu genlerin eks-
presyonlari i¢in konak faktor (enfekte edilen hiicrelere ait bazi
protein)'lere ihtiyag vardir. Erken () olarak bilinen ikinci sim-
fa ait polipeptidlerin enfeksiyondan alt1 saat sonra goriilmeye
basladig tespit edilmistir. Bu genlerin ekspresyonlari i¢in de
bir veya daha fazla en erken sinif proteinlerine ihtiya¢ vardir
(24). Bu iki grup genlerin ekspresyonlarmin virlis DNA
replikasyonundan 6nce oldugu ve bunlarin, enfekte eden
ilk viriise ait DNA'dan sentezlendikleri tespit edilmistir. Uciin-
cli sinif geg¢ (y) satha olarak bilinir. Bu smnif genlerin ekspres-
yonlar1 enfeksiyondan yaklasik sekiz saat sonra baslar. Bu saf-
hada biiyiik 6l¢iide yeni olusan viriis DNA'sinin sentezlendigi
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ve tomurcuklanan viriislerin, enfekte edilmis hiicrelerde tireme-
ye basladiklar1 gozlenmistir. On sekiz saatlik viriis enfeksiyo-
nunu miiteakip, en geg (8) satha baglar. Bu satha, PIB yapisin
(% 90) olusturan polihedrin proteininin sentezlenmesi,
niikleokapsidlerin de novo yoluyla zarf kazanmalar1 ve hiicre
i¢i viriislerin polihedral inkliizyon yap1 olusturulmalar ile
belirlenir. Son iki sinifa ait genlerin yeni olusan DNA'dan
sentezlendikleri tespit edilmistir. En erken polipeptidler haric,
her takip eden sinifin dnceki sinif proteinlerin ekspresyo-
nuna ihtiya¢ duydugu belirlenmistir (31). A¢iklamalardan
da anlasildig1 gibi, baculovirus gen regiilasyonu karmagik
bir yapiya sahiptir. Yapilan c¢alismalar neticesinde cesitli
baculovirus’lere ait gen regiilasyonlarmin transkripsiyonel sevi-
yede kontrol edildikleri tespit edilmistir (11, 34).
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