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Peptit/Protein Nedir?

Peptitler amino asitlerin birbirine baglanmasiyla olusan kisa
polimerlerdir. Temel fark peptitlerin kisa, proteinlerin ise uzun
olmasidir.

Butun canlilar gibi bocekler ya da boceklerin dugsmani olan akrep,
orumcek ve clyanlar da pek ¢cok peptit ve protein uretmektedir.
Canlilarin sinir sistemleri tarafindan uretilen ve noropeptitler olarak
adlandirilan peptitler norofizyolojik ve biyokimyasal i¢
mekanizmalarin yurutulmesi adina hayati onem tasirken, canlilarin
zehir salgi bezlerinden uretilip disari salgiladiklari venom peptitleri de
savunma ve diismani paralize etme gibi gorevlere sahiptir. Iste bu
peptitlerin yapay kosullarda uretilmesiyle boceklere uygulanarak
fizyolojilerinin bozulmasi ve ilgili biyokimyasal reaksiyonlarin sekteye
ugratiimasi ve nihai olarak olum olusturulmasi “Peptit bazl
Insektisitlerin” bitki koruma terminolojisine girisinin onunu agmistir.



Peptit Bazh Insektisitler

1. Bacillus thuringiensis kokenli toksin
iInsektisitler

2. Oriimcek & akrep kokenli toksin insektisitler

3. Viral genom kokenli peptit insektisitler &
Rekombinant Bakulovirusler

4. Bakteriyel kokenli enzim turevi insektisitler



1. Bacillus thuringiensis kokenli toksin insektisitler

> Bacillus thuringiensis (Bt), gram+, aerob, spor olusturan ve
kristal yapida parasporal (spordan farkli olarak hucre icinde
ayni anda olusur) bir kisim treten bir bakteridir.

» Cogunlukla Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera takimlarinda
pek cok olu veya kurumus bocekten izole edilerek uzun
yillardan beri biyolojik mucadele ajani olarak kullaniimaktadir.

> Bt irklari tarafindan uretilen protein toksinleri biyoinsektisit
olarak Bt'nin yaygin bir sekilde kullaniimasini saglamaktadir.

» Tarimda Bt toksinlerinin onemi, zararli boceklerle savasimda
kultur bitkileri icerisine Bt toksin genlerinin yerlestiriimesine izin
veren rekombinant DNA teknolojilerinin gelismesi ile daha da
onem kazanmistir.



>

Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis sporulasyon sirasinda sporun yani sira kristal yapida bircok
toksin Uretebilmektedir. Bunlar o , B, y exotoksin, VIP toksinleri, ve delta
endotoksin olarak bilinmektedir.

a, v exotoksinler gok onemli proteinler olmamakla birlikte 3 exotoksinler
(thurlnglensm) bazi Bt irklari tarafindan Greme sirasinda olusturulur. Bu
toksinin (B) memelilere zehirliligi oldukca yuksektir (LD50=10 mg/kg).
Avrupa’da ve USA'da ticari olarak uretilen Bt'nin bunlardan ari olmasi
iIstenmekte ve ruhsatlandirma asamasinda Uzerinde onemle durulmaktadir.

Su an ticarilestirilen toksinleri delta endotoksinler olusturmaktadir.

Delta endotoksin bakteri sporulasyonu sirasinda kristal olarak depo edilir ve
tim B. thuringiensis irklarinda gorulur ancak insektisit ozellikleri farklilik
gosterir.

Kimyasal agidan bakildiginda endotoksinler yuksek molekullt proteinlerdir.

Bu proteinler kristalin “cry” takisini basa alarak sayi ve harfle isimlendirilirler
Endotoksinin yapisi konukcu spektrumunu belirler.



Tarihcesi

Japon bakteriyologlar 1901 yilinda hastalikl ipek bocegi (Bombyx mori L.)
larvalarindan spor olusturan bir bakteri izole ederek bunun “satta”
hastaliginin nedeni oldugunu ortaya koymuslardir. Bu bakteri turtnun
Bacillus satta olarak tanimi yine japon bilim adamlarinca yapilmistir.

Alman biyolog Ernst Berliner, un guvesi (Ephestia kuehniella Zell.)
larvasindan bir patojen izole ederek bunu B.thuringiensis olarak
tanimlamigtir. Daha sonraki yillarda B.thuringiensis ile B.sattahin ayni tur
oldugu anlagiimistir.

1930 yilinda, B.thuringiensis tarimda ilk defa Misir kogan kurdu
mucadelesinde Macaristan'da kuIIan|Im|§t|r Daha basarili sonuclar ise II.
Dunya savasindan sonra USA ve Avrupa’da lahanada Pieris turlerinin
mucadelesinden alinmistir.

Bu alandaki en buyuk gelisme ise 1970 yilinda Howard Dulmage’nin B.t var
kurstaki’nin virulent HD-1 irkinin kesfedilmesiyle yasanmistir.

1976 yilinda Sivrisinek ve 1983 yilinda Coleopterlere etkili B.thuringiensis
irklarinin bulunmasi ile yeni bir donem acilmistir.

Tum biyolojik preparatlar icerisinde B. thuringiensis delta endotoksin en
fazla satilan grubu olusturmaktadir.



Bt irklarinin sahip olduklari endotoksin turleri ve konukcu spektrumilari:

Cry I Lepidoptera

Cry I1 Lepidoptera ve Diptera
Cry III Coleoptera

Cry IV Diptera

Alt béliimler Cryl: CrylA, CrylB, CrylIC
CrylA: CrylA(a), CrylB(b), CrylA(c) gibi
A,B,C protein yapilarinda 6nemli farkliliklarr,

a,b,c ise yapidaki kiigtlik farkliliklari géstermek icin kullanilir.



Bt Konukgu iligkisi

Etki spektrumu;

>

>
>
>

YV V

Endotoksin tipine gore belirlenir
Cogu zaman ergin ve yumurtaya etkisi yoktur.
Kontakt ve buhar etkisi yoktur.

ins_ar_l, faydali organizmalar, suda yasayan organizma, balik ve kuslara olumsuz
etkisi yoktur.

1-4 gunde kristal toksin gevrede bozulur.

Ozellikle dayanikhlik probleminin gorilduga yerlerde ve ilag kullaniminin azaltiimasi
icin uygundur.
Toksikolojik test masraflari dusuktur ve 1 yil icinde tamamlanir.



Etki Sekli:

« Bt mide zehiridir ve etkili olabilmesi i¢in agiz yoluyla alinmasi gerekir.

« Cevre kosullari larvanin beslenmesini tegvik edecek sekilde uygun olmalidir.

« TUm generasyonlarin i¢ ice girdigi durumlarda zararl bocegin populasyonunu baski
altina almak zordur.

« Bt'nin insektisit etkisi delta endotoksinden kaynaklanmaktadir. Bu kristaller suda
cozunmezler; alkali ortamlarda ve belirli enzimlere karsi stabilitelerini kaybederler,
bocegin bitki ile beslenmesi sonucunda alinir ve orta bagirsaga gecerek biyolojik
aktivite gosterirler.

« Baslangicta kristaller alkali yapida olan midede ¢ozunurler ve midedeki epitel
hicreler tarafindan salgilanan proteazlar tarafindan toksin aktive edilir, mide
duvarina dogru hareket ederek epitel hucre ¢ceperindeki reseptorlere baglanirlar.
Epitel htcreleri toksin tarafindan zarar gorerek siser, yarilir ve boylece delikler
olusarak osmotik denge bozulur. Sonuc¢ta mide duvari tamamen fonksiyonunu
kaybeder. Farkli Bt toksinleri mide ¢eperindeki epitel hucrelerindeki farkl proteinleri
baglama durumundadir. Bu durum bize kismende olsa Bt nin ne kadar konukguya
ozellestigini gostermektedir.

* Bu iglemler sirasinda midede bakteri sporlari gcimlenmeye baslar ve hem bakteri
sporlari hem de mide sivisi vucut bosluguna gecgerek septisemiye (kan
zehirlenmesine) neden olur.

« Buttn bu molekuler ve mikroskopik duzeyde olaylar gelisirken bocekte disaridan da
gozlenebilen degisiklikler olmaktadir.

» Alinan doza bagl olarak birka¢ dakikadan birkac saate kadarlik bir sure igcerisinde
larva beslenmeden kesilir, sindirim sisteminin paralize olmasina ragmen, larvanin
acliktan veya kan zehirlenmesinden olumu 3-5 gun igerisinde olur, bu stre bocek
tirine ve larva donemine gore degisir.



Bt ve Direnc?

« Boceklerdeki reseptor proteinleri ile Bt toksinleri arasindaki baglanma kabiliyetinin
degismesi Bt direncinin temel mekanizmasi olarak dusuntlmektedir.

« Bt'ye boceklerde olugsan direncin en genel mekanizmasi larva orta barsaginin
rebellumlarinda bulunan hedef bolgelere (reseptor proteinlere) toksinlerin
baglanma miktarlarinda meydan gelen azalmalardir.

» Pek cok bocek populasyonunda farkli duzeylerde Bt direnci oldugu laboratuvar
calismalari ile belirlenmistir.

Bt direncinin goruldugu baslica turler,;

Plodia interpunctella (Lep: Pyralidae),

Ephestia cautella (Lep: Pyralidae),

Leptinotarsa decemlineata (Col: Chrysomelidae),

Chrysomela scripta (Col: Chrysomelidae),

Trichoplusia ni (Lep: Noctuidae),

Spodoptera littoralis (Lep: Noctuidae),

S. exigua (Lep: Noctuidae),

Heliothis virescens (Lep: Noctuidae),

Ostrinia nubilasis (Lep: Pyralidae)

Culex quinquefasciatus (Dip: Culicidae)’dir.



Etkinligi
Bt nin aktivitesini ve tesirligini 6lgmek igin 4 farkh yaklagsim vardir.

1. CEU (Koloni Forming_Unit): Bu yontem endotoksinlerin durumuna bakilmaksizin canli
sporlarin sayimina dayanir. Bu yontemdeki mantik bir spor her zaman bir protein kristali
icerir. Bu metod 1960°h yillarda kullanilmistir. Uretimin kalitesini 6lgmesi agisindan
metod fazla guvenilir degildir.

2. IU (International Unit): Spor-kristal kompleksinin insektisit etkisi standart bioassayla
saptanir. Ornegin etkinligi bilinen standart ornekle karsilastirilarak asagidaki formulle
belirlenir.

IlU/mg érnek = LC,standart / LC., Ornek x IU/mg standart

Bt kurstaki (kullanilan Uluslararasi standart irki HD1-S-1980 olup) nin etkinligi 16.000 1U/mg
olarak tarafsiz kuruluglarca belirlenmis ve tum dunyanin kabul ettigi bir degerdir.

Bt kurstaki de IU biossayi igin Trichoplusia ni’ nin 3. donem larvalari kullaniimaktadir.
Bt 1srailensis bioassaylerinde Aedes aegypti,
Bt tenebrionis’de ise Leptinotarsa decemlineata kullanilir.

3. Toksin icerigi (%w/w): Delta-endotoksinlerin analitik yolla tesbiti i¢cin uluslararasi bir
standart mevcut degildir. Bu nedenle sonuglar kullanilan yonteme gore farklilik
gosterebilmektedir.

4. IEC (lon Exchange Chromatography): Bu yontem farkl endotoksinleri birbirinden ayirmaz,
toplam endotoksini verir. Burada standart olarak kullanilan madde ise saflasgtiriimis
parasporal kristaldir.




Biyoteknolojik Olarak Bt Uretimi

Obligat parazit olmadiklarindan dolayi suni ortamda yetistirilebilirler, Gretilebilirler.
Ticari uretim 5 farkli asamada gerceklesir;

1. Baslangi¢c Kulturu:Soya, balik proteini, nisasta, maya ekstrati ve iz elementler
kullanilarak hazirlanan ortamda bakteri sporlarinin cimlenmesi ve optimum htcre buyumesi
saglanir.

2. Hucre buyumesi: Hucre cogalmasinin olmasi icin buradaki fermentasyon kosullarinin
daha onceki ortama yakin olmasi gerekir. En yuksek hucre yogunlugunun elde edildigi
prefermenterden, hicrelerin hepsi inokulum kaynagi olarak fermentere aktarilir.

3. Uretim:Sporulasyon ve endotoksin sentezi 30.000-100.000 litrelik fermenterlerde
gerceklestirilir. Sterilizasyon, sicaklik, oksijen temini ve ¢alkalama kosullari fermenterde ¢ok
lyi kontrol edilmelidir. Fermantasyonun sonuna dogru mevcut besin ortami bittiginde, hucre
buyumesi durur. Bakteri hucresi icerisinde spor+kristal olusur. Yasli hucre parcalanarak spor
ve kristali serbest birakir. Verim 108-1010 spor/ml fermantasyon sivisi duzeyindedir.

4. Hasat: Fermantasyon sivisi konsantre hale getirilir (santrifijle) ve saklanir (kuru hava).
Fermantasyon ¢ozeltisi Bt sporu, protein kristali, hlicre parcaciklari ve ¢cozulmeyen ortam
kalintilarini icerir. Santrifuj edilerek bu parcaciklar yogunlastirilir ve ¢ozelti sicak havayla
temas edilerek aktif madde (toksin) elde edilir. Ust kismi ise atilir.

5. Formulasyon ve Paketleme: Inert maddeler ilave edilerek oguttltr ve 1slanabilir toz
formulasyonu (WP) elde edilir. Alternatif olarak ¢ozelti sulu akici formiilasyon seklinde de
olabilir.




2. Oriimcek & akrep kokenli toksin insektisitler

Hedeflenen Boceklerle iligki icerisinde olan ¢iyan, akrep, orumcek ya da
diger parazitoid bocekler gibi ¢esitli canlilardan elde edilen spesifik
noroksinlerin bocek oldurucu etkisi dikkate alinarak saflastiriimalari ya da
kitle Uretimine olanak verecek sekilde rekombinant olarak Uretilmelerine
dayali toksinlerdir.

Bu norotoksinler temelde sinir ve kas sistemini hedeflemekte ve ¢ogunlukla
tek baslarina oral olarak aktif olmayip cesitli diger tasiyici molekuller ile
birlikte hedef sisteme tasinabilmektedir.

En fazla dikkati ceken norotoksinler orimceklerden izole edilmis olup
yaklasik 10 milyon biyoaktif rumcek toksini oldugu bunlarin da yaklasik 0.5-
1.5 milyonunun bocekler Uzerinde etkiye sahip oldugu tahmin edilmektedir.
Bazi norotoksinler icin databaseler olusturulmustur (Ornek: ArachnoServer
2.0): (www.arachnoserver.org )

Ik ticari 6riimcek ndrotoksin bazl insektisit 2019 yilinda ABD’de markete
sunulmustur.

Norotoksin konsepti boceklerde oldurucu etkinligi olan rekombinant patojen
organizma genomlarina eklenerek te kullanilma potansiyeline sahiptir
(Bakiniz akrep toksini kodlayan rekombinant bakulovirtsler)



3. Entomopatojen kokenli peptit insektisitler

Bakulovirusler?

>

Gunumuze kadar hicbir bakulovirus arthropod olmayan bir konuk¢udan izole
edilmemistir. Bunlar Crustacea ve akarlardan da izole edilmelerine ragmen
genellikle boceklerden izole edilmistir. Bu ozellik ise, bakuloviruslerin insan ve
cevre icin guvenilir olmasinin dolayh bir kaniti olarak dusunulebilir.

Baculovirusler, cubuk seklinde capsid’leri iceren ¢ift iplikli dairesel DNA
yapisindadirlar. Genellikle konukgu huicrelerin ¢cekirdeginde olusurlar.
Baculovirusun virionlari protein benzeri partikuller icinde bulunur boylece
genellikle cok yuzeyli polyhedral olusumlar meydana getirirler. Protein tabakasi
cevredeki fiziksel ve kimyasal olumsuz kosullara karsi koruma saglar konukgu
hicrenin disinda da yagsamini surdirmesini temin eder. Bu durum “occlusion body”
olarak da isimlendirilmektedir. Bu olusum virus partikullerinin biyoinsektisit olarak
kullanilmasi i¢in buyuk bir avantaj saglamaktadir.

Bakulovirusler bocegin sindirim sisteminden enfeksiyon baslatip diger doku ve
organlari istila ederek bocegin 6limune neden olur.

Bakulovirusler ile hastalanmis bocekler baslangicta beyaz ve sonradan koyu renk
alir. Bazi turler bitkilerin en ust kisimlarina tirmanir, burada kalir ve kendini yaprak
ve dala asili birakir ve bu duruma lepidopter solgunlugu adi verilir.

Virus enfeksiyonu genellikle 3-8 gun sonra olumle sonuglanir.



A

Boceklerde ulser hastaligi?
iINSAN

Organizma: Helico¢bacter ?
y
Kodlanan: Metalloproteaz ?
Hedef Yeri: Insan midesindeki Bocek midesindeki
mukozal tabakayi peritrofik matriksini
olusturan musin proteinleri olusturan musin proteinleri

Musin proteinini parcalayan metalloproteaz araniyor!

MTDLTIPIPVLDAPSYINSGNLYYALHHYKEPIPFVIKAGSVVTLSTNHQCTILVYNNNRLTEETIENMTGETTLNIEVD
SVVEFVNNMIVSNPDDKYRVTYSIDGEYEPLTRIDMGNNEYSEGVDENLSYVEFVEGKWIQLLVPQIDLKHLNGMIANDKDL
DELNDYYSSIIEFYNELTDTNEFVRKYFAKADNNGAGGGYYGKYTMGESNPSMRRFYLTPSKFNWGCLHEIAHSFDAYFTW
NYAHADIREVWINIMPDYYQYLNFTEEEYLTKSWKLDGOQRDTLFMEIKALFGVVPENEWYLRDRLVFLTSLEFKFGHKKL
LTALFTEMRQQLTNGTFDSCSFKTMELIMTIFDRNNMDIVHINRLVGINELDPLVTLNIKYNMONSVEVEDEFMIKPNVVN
FELIDSDLGIQRNVELTFKNANPTDLIGAHYSLVKNSKHTLESTEFTNTTSQTFTNVSLGAYKFFYVTGNSTRRYYCDADY En h an C | n
VVEGETEPTHALTITPLLKPVLYNEIFNIRGLGDHLVAVLKINYQDEYVYFYPISNNPHVYFPNNVYYSINIKNHKFFEY
FGRDNEIDILEYKFPLVYGQEIVLYHREIGRLISSFHTTNPTNTETITRMGVRONNTNQSTRIVEKILQFCLEVTERYPN
LIASPYVONEVYLSTYYLLPODONNLIPQILDFLPDTQVTSITLMGTDYTNLVRINEKEGVLOQLRTFDNSAPGVEIMVNL
VRDQEPIYNLLIHADTVVKESEYLVALKYNDVLQIVMNNIANTREIVINGLLEQSNDTTVEYRWINGTFDKISDKSSND
LGPLLWAMGILFFIVIVLLIIIIKIASPSKKQVITKEKPKPVIKSIK

AcCMNPV Enhancini Yok!
MacoNPV-A Enhancini Var!

AcMNPV-Maco enh Enhancini AcCMNPV genomuna ekledik!




Kitin deastilasyonu ve Viral Etkinlik

. Parcalanma
| i et / 2. Kitinaz (CHI)
. KIun sentez- <ITIN 3. N-Asetilglukosaminidaz (NAG)

(CHS-B)

\Modifikasvon

4. Kitin deasetilaz
(CDA1)

Kitindeasetilaz aktivitesinin gosterimi

Toprak, Baldwin, Erlandson, Gillott, Hou, Coutu, Hegedus. 2008.
Insect Molecular Biology, 17:573-585.



4. Bakteriyel kokenli enzim turevi insektisitler

>

Boceklerin temel yapitasini kitin ve cesitli proteinler
olusturur.

Pek cok mikrorganizma Kkitini ve proteinleri parcalayan
Kitinaz, N-Asetilglukosaminidaz ve proteazlar uretmektedir.

Bu enzimlerin bocekler uzerinde gelisimi bozucu,
durdurucu veya olume yol acabilen etkileri oldugu
iIspatlanmistir.

Bu enzimlerin konvansiyonel metotlar ya da klonlanarak
rekombinant uretim teknikleri ile uretilmesi mumkundaur.

Enzimlerin basitce formulasyonu ile biyopestisit olarak
kullaniima potansiyelleri yuksek olarak degerlendiriilmekte
ancak maliyetin minimize edilebilmesi icin ekonomik uretim
tekniklerine ihtiya¢ bulunmaktadir.



