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OZET

DOGAL Bacillus thuringiensis SUSLARININ cyt GEN PROFILLERININ
BELIRLENMESIi VE KANSER HUCRELERI UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Miijgan KESIK OKTAY
Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Hatice GUNES
Ocak 2013, 80 sayfa

Bacillus thuringiensis gram pozitif ve spor olusturan fakiiltatif anaerob bir bakteri
olup farkli suslart yasamlarmin farkli evrelerinde degisik toksinler iretirler.
Bunlardan en onemlisi insektisidal kristal proteinlerdir (ICP). Entomopatojenik
ozelligi olan ICP’ler belirli bocek tiirlerine karsi spesifik insektisidal aktivite
gosterirler. Buna karsin, ¢ogu kristal (Cry) proteinlerin insektisidal aktivitesinin
olmamast yeni arastirmalara yol acmistir. Boylece literatiirde insan kanser
hiicrelerini hedef alan ancak saglikli hiicrelere etki etmeyen ve parasporin olarak
adlandirilan yeni parasporal protein smifi tanimlanmustir. Ozellikle insektisit etkisi
olmayan ve hemolitik etkiden sorumlu Cyt (sitolitik) proteini icermeyen Bt
suslarinda parasporin varligi tespit edilmistir.

Insektisidal olmayan Bt suslarinin dogadaki genis yayilimlari nedeniyle yeni
parasporinlerin  bulunmasi olasilifi oldukca yiiksektir. Dolayisiyla bu tez
caligmasinin amaci, Cry geni igeren ancak insektisidal etkisi olmayan ve cyt geni
icermeyen bazi Bt izolatlarinin bes farkli kanser hiicre hattinda (K-562, PC-3, DU-
145, A-549, MCF-7) hiicre ¢ogalmasi lizerindeki etkilerini arastirmaktir. Bu amagla,
onceki caligmalarimizdan elde ettigimiz ve Aydin ili incirlik alanlarindan toplanan
101 adedi toprak ve 19 adedi meyve-yapraktan izole edilen toplam 120 Bt izolatt
kullanilmistir. Oncelikle 120 Bt izolatinin cytl ve cyt2 gen igerigi PCR analizi ile
arastirilmistir. Referans susu hari¢ izolatlarin higbirinin cytl geni igermedigi, toprak
izolatlarinin ise 19’unda cyt2 geninin varlig1 tespit edilmistir. Parasporal proteinler
protoksin olarak salgilandiklarindan, Bt izolatlarindan elde edilen parasporal proteini
tripsin (1, 5, 10 mg/ml) veya proteinaz K (10 ve 350 pug/ml) enzimleriyle aktive
edilmistir. Aktiflenen parasporal proteinlerin kanser hiicre hatlarinin ¢ogalmasi
iizerine etkileri MTT yontemi ile belirlenmistir. Izolatin cesidine bagl olarak bazi
parasporal proteinlerin proteinaz K ile aktivasyonu bazi proteinlerin ise tripsin ile
aktivasyonu hiicre ¢ogalmasini engellemede daha etkili olmustur. Baz1 izolatlardan
elde edilen parasporal toksinlerin hiicre ¢ogalmasini arttirict etkileri gozlenirken,
bazilarinin hiicre cogalmasini azaltic etki gosterdigi bulunmustur. Ozellikle 1mg/ml
tripsin ile muamele edilmis 2T, 11T ve 10 pg/ml proteinaz K ile muamele edilmis
11T parasporalproteinlerinin A549 hiicre ¢ogalmasini kontrole gore sirasiyla; 1.7,
2.19 ve 1.78 kat azalttig1 kaydedilmistir. Ayrical0 pg/ml proteinaz K ile muamele
edilmis 3T parasporal proteininin CCC-221 hiicre ¢ogalmasini kontrole gore 2.04 kat
azalttig1 tespit edilmistir. DU-145 hiicre hattina uygulanan en etkili protein kontrole
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gore hiicre cogalmasini 1.86 kat azaltan 1mg/ml tripsin ile muamele edilmis olan 22T
parasporal proteinidir.

Sonug olarak, kullanilan Bt izolatlarinin higbirinin cytl geni igermedigi, sadece 19 Bt
izolatinin cyt2 geni igerdigi; Bt izolatlarindan 2T, 3T, 11T ve 22T’nin kristal
proteinlerinin sirasiyla A-549, CCC-221 ve DU-145 hiicre hatlarinda hiicre
boliinmesini engelleyici etkileri oldugu bulunmustur. ileride yapilacak olan
calismalarda etkili bulunan izolatlara ait parasporal proteinlerin parasporin olup
olmadigi belirlenip daha detayli karakterizasyonlar1 gergeklestirilecektir.

Anahtar kelimeler: Bacillus thuringiensis, Parasporin, Anti-kanser Aktivite, cyt
Genleri



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF cyt GENE PROFILES OF NATIVE Bacillus
thuringiensis STRAINS AND INVESTIGATION OF THE EFFECTS ON
CANCER CELLS

Miijgan KESIK OKTAY
Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice GUNES
Ocak 2013, 80 pages

Bacillus thuringiensis is a gram positive and spore-forming facultative anaerob
bacterium that produces different toxins at different stages of its life cycle. The most
important one of these proteins is insecticidal crystal protein (ICP). Because of the
entemopathogenic property of ICPs, they show spesific insecticidal activity aganist
different types of insects. However the lack of insecticidal actvity in all of crystal
proteins has led to new researches. Thus a new class of crystal protein called
parasporin was emerged that effective on target human cancer cells but not healthy
cells. Parasporin was detected especially in Bt strains which are lack of insecticidal
activity and Cyt proteins responsible for hemolytic activity. Due to widely
distribution of non-insecticidal Bt strains in naturel environments, presence of new
parasporins is highly probable.

Therefore in this thesis, the effects of some Bt isolates that have crystal proteins but
does not have insecticidal activity and Cyt protein on cell proliferation of five
different cancer cell lines was investigated. For this purpose, a total of 120 isolates
from 101 soil and 19 fruit-leaves isolated that we have obtained from previous
studies and collected from the fig areas of province of Aydin were used. Firstly, cytl
and cyt2 gene content of 120 isolates were investigated by PCR analysis. As a result,
none of the Bt strains except for the referance strain does not contain cyt genes and
the presence of cyt2 gene have been identified in 19 isolates of soil. Protein
extraction from Bt isolates including crystal proteins but not contain Cyt proteins
were performed and then activated with proteinase K and trypsin enzymes. Effects
on proliferation of cancer cells lines of activated crystal proteins were determined by
MTT assay. Depending on the type of isolate, trypsin activation was more effective
in preventing cell proliferation than proteinase K activation in some isolates. Unlike,
in some isolates proteinase K was more effective than trypsin. It was observed that
some crystal proteins were enhanced cell growth but on the contrary it was also
found that some crystal proteins showed anti-proliferative effect on cell lines.
Especially it was reported that trypsin (Img/ml) treated crystal proteins 2T and 11T
and proteinase K (10 pg/ml) treated 11T were decreased cell proliferation compared
to the control respectively 1.7, 2.19 and 1.78 fold on A549 cell lines.

Vi



Also, 1t was obtained that 3T parasporal crystal protein treated with proteinase K (10
ug/ml) and 22T parasporal crystal protein treated with tripsin (1 mg/ml) had
antiproliferative effect on cell proliferation compared to the control respectively on
CCC-221 (2.04 fold) and DU-145 (1.86 fold) cell lines.

As a result, it was found that none of the Bt isolates used in this thesis contained cytl
gene, only 19 isolates contained cyt2 gene. Among these Bt isolates, 2T , 3T, 11T
and 22T crystal proteins were antiproliferative compared to the cancer cell lines.
Works to be performed in the future the effective parasporal crystals are parasporins
or not will be detected.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Parasporin, Anti-cancer Activity, cyt Genes
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1. GIRIS

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Bacillus thuringiensis gram pozitif, spor olusturan ve mikrobiyal biyopestisit olarak
kullanilan bir bakteridir. Bacillus thuringiensis kisaca Bt olarak isimlendirilmektedir.
Sporulasyon sirasinda bazi bocek larvalarina karsi toksik etki gosteren insektisidal
kristal proteini lretir. Bu bakterinin toksinleri bazi zararlilara karsi oldukga etkili
olmakla beraber insanlara, faydali boceklere ve diger organizmalara toksik degildir.
Bu yilizden Bt kimyasal insektisitlere alternatif olarak tercih edilmektedir. Bt bazli
biyopestisitler pek ¢ok bdocek tiirliniin kontroliinde kullanildigindan bu bakterinin
izolasyonu ve cesitliliginin analizi Onemlidir. Bt suslarmin genetik cesitliligi ve
toksik potansiyeli bolgeden bolgeye degisiklik gosterdiginden farkli ortamlardan

bakteriler izole edilerek karakterizasyonu yapilmaktadir.

Tiim kristal proteinler insektisit degildir. Topraktan elde edilen ve insektisit aktivite
gostermeyen Bt suslarinin oraninin oldukca yiiksek olmast (%90), Cry proteinlerinin
diger biyolojik aktivitelerini arastirma gereksinimini ortaya ¢ikarmistir. Bu kapsamda
literatiirde yapilan caligmalar, Cry proteini iireten, insektisit aktivitesi olmayan ve
Cyt proteini tagimayan Bt suslarmin insan kanser hiicrelerini ve insan-patojenik
protozoalar1 hedef alan proteinleri tirettigini kesfetmistir (Ohba M., 1996; Mizuki vd.,
1999). Benzer sekilde, Mizuki ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada (2000), dogal Bt
susundan (A1190) molekiil agirligi 81 kDa olan anti kanser Cry proteini elde
edilmistir. Parasporin olarak isimlendirilen bu yeni protein, ayirt edici sekilde kanser
hiicrelerini 6ldiirme yetenegine sahiptir. 81 kDa olan bu protein siniflandirma
tablosunda parasporin-1Aal (Cry31Aal) olarak yer alir. Katayama vd. (2004)
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada, PS1’in 15 ve 56 kDa biiyiikliiklerinde iki
fragmentin 1:1 oraninda siki bir sekilde birlesmesiyle meydana gelen bir heterodimer
oldugu belirlenmistir. Itoh vd., (2004)’tin Bacillus thuringiensis dakota serotipine ait
A1547 toprak izolatin1 kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, A1547 susunun Ozellikle

kolon ve akciger kanser hiicrelerini Oldiiriicii etki gosterdigini belirlemistir.
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Ayn1 zamanda toksin hedefe 6zgiil etki gdstererek bazi kanser hiicrelerini 6ldiriicii
etki gosterirken normal hiicreleri de etkilememektedir. Bu protein Bacillus
thuringiensis toxin gen nomenclature tarafindan parasporin-2Aal (Cry46Aal) olarak
isimlendirilmistir. Yamashita vd., (2005) tarafindan yapilan calismada dogal A1462
susundan elde edilen, bazi insan kanser hiicrelerine etki eden ve ii¢ domainden
olusan bir Cry protein, ilk defa tanimlanmig ve parasporin-3Aal (Cry41Aal) olarak
isimlendirilmistir. Saitoh vd. (2006)’nin yaptig1 ¢alismada Bacillus thuringiensis var
shandongiensis A1470 susunun tirettigi insektisit parasporal proteinlerden bagimsiz
27 kDa biyiikliigindeki yeni bir proteinin 16semik hiicreleri 6ldiirme yeteneginde
oldugunu belirlemis ve bu protein parasporin-4Aal (Cry45Aal) olarak
isimlendirilmistir. Nagamatsu vd. (2010)’da yapilan ¢alismada lepidoptera ve diptera
larvalarina kars1 patojenik olmayan Bt MO19 susunun 84 kDa agirliginda ii¢ Cry
proteinden (CP) olusan bir parasporal protein iirettigi belirlenmistir. Bu proteinlerden
CP78A ve CP78B daha oOnce tanimlanmig olan parasporin-1 ile yiiksek oranda
aminoasit dizi benzerligi gosterdiginden, bu proteinlerin parasporin-1’in yeni
varyantlar1 oldugu yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir. CP84 olarak
isimlendirilen protein ise diger iki proteinle ve insektisidal toksin Cry2 ile ¢ok diisiik
oranda aminoasit dizi benzerligi gostermektedir. CP84 proteini, CP78A ve CP78B
proteinlerine benzer bir sitosidal aktivite gosterirken aminoasit dizilimlerinin
farkliligindan dolayr ayr1 siniflandirilmiglardir. Yeni bir protein oldugu belirlenen
CP84, daha sonra parasporin-6Aalolarak adlandirilmistir. Parasporin-5Aal ile ilgili
caligmalar devam etmektedir (Ekino ve Shin, 2009).

Gilintimiiz teknolojisiyle birlikte kanser biyolojisinin daha iyi anlagilmasi, kanserden
korunmada ve tedavisinde kayda deger gelismeler saglamis olsa da gelismis
tilkelerde kanser nedenli 6liimler halen yliksek diizeylerde bulunmakta ve toplumdaki
tiim oliimlerin % 25’ini olusturmaktadir. Kanserle savasta en etkili ilact bulabilmek
amaciyla cesitli diizeylerde yapilan calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir.
Hiicre kiiltiirlinde yapilan deneyler, kanser arastirma c¢alismalarinin énemli bir yerini
tutmaktadir. Kanser gibi gesitli patolojik durumlarda, belirli bir maddenin ya da ham
ekstrenin islevlerini belirlemek amaciyla belli bir hiicre hattindan c¢ogaltilan
hiicrelerle ¢aligmalar yapilarak canli ortaminda (in vivo) elde edilecek sonuglara

ulasilabilmektedir.



Literatiirde yer alan bilgiler dogal Bt suslarinin insan kanser hiicrelerini hedef alan ve
biiyiimelerini engelleyen proteinler iirettigini gostermektedir. Dolayisiyla, bu tez
caligmasinin amaci onceki calismalarimizdan elde ettigimiz dogal Bt suslarinin farkli
insan kanser hiicre hatlar1 lizeride sitotoksik etkilerini arastirmaktir. Calismalar iki
asamada gerceklestirilmistir. Ilk olarak, onceki calismalarimizda olusturdugumuz Bt
koleksiyonumuzda bulunan 120 dogal Bt susunun Cyt proteini igerip igermedigi, cytl
ve cyt2 primerleri kullanilarak gen diizeyinde PCR analizi ile arastirilmustir. ikinci
asamada ise, Cyt geni icermeyen (hemolitik aktivitesi olmayan), ve Cry proteini
tireten suslar secilerek antikanser etkileri ¢esitli kanser hiicre hatlar1 iizerinde
incelenmistir. Antikanser etkisi gosteren dogal Bt suslarinin belirlenmesi, antikanser
etkisi daha farkli olan yeni proteinlerin veya parasporinlerin belirlenmesi i¢in dnemli

kaynak saglayacaktir.

1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Bacillus thuringiensis tarihgesi

Bacillus thuringiensis ilk defa 1901 yilinda Japon biyolog Shigetane Ischiwatari
tarafindan ani kolaps hastaligina yakalanmis ipek boceklerini arastirdigi sirada
kesfedilmistir. Bu hastaliga Bt’nin neden oldugu bulunmus ve bakteri Bacillus sotto
olarak adlandirilmistir. Ancak bu kesif 1911 yilinda Ernst Berliner tarafindan tekrar
ortaya cikarilana kadar unutulmustur. Berliner Almanya’nin Thuringia sehrinde
Akdeniz un giivelerinin 6liim nedenini aragtirirken bu bakteriyi yeniden kesfetmis ve
Bacillus thuringiensis olarak adlandirmistir. Aslinda bakteri Ischiwatari tarafindan
Bacillus sotto olarak isimlendirilmisti ancak Berliner’in kesfi ile bu isim gegersiz
kilimmistir. Berliner bakterinin kristal iirettigini bulmustu ancak islevi heniiz
bilinmiyordu. 1920’lerde ciftciler tarlalarina sprey olarak uyguladiklarini bildirene
kadar populer olarak kullanilmamaktaydi. 1938 yilinda Fransa’da Sporin adiyla un
giivelerine kars1 miicadelede kullanilmak {izere ¢iftgilere satisina baglanmistir. Fakat
daha sonra spreylerin yagmurla akmasi ve gilines isinlar1 altinda degrede olmasi
nedeniyele Bt iiriinlerinin kullanim1 kisitlanmistir. Ayrica Lepidoptera larvalari harig

bir ¢ok bocek ¢esidinin Bt’ye karsi direng kazandigi belirlenmistir.



1956 yilinda Hannay, Angus ve Fitz-James tarafindan Bt’nin yapisindaki kristaller
sayesinde etkinlik gosterdigi bulunmustur. Kristallerin c¢alisiimasi Bt ¢aligmalarinin
odak noktasi olmustur. 1958 yilinda bir Amerika’li sirket tarafindan ticari olarak
ulagilabilir hale gelmistir. 1968 yilinda da EPA tarafindan ticari pestisid olarak
kayitlara gecirilmistir. Bt kullanim1 1980°’li yillarda boceklerin sentetik insektisidlere
kars1 direng kazandiginin ve sentetik insektisidlerin ¢evreye zarar verdiginin fark
edilmesiyle artmaya baglamistir. Bt’nin dogada kalmamasi ve ¢oziinmesi kullanimini
daha da cazip hale getirmistir. Bt’nin kristal protein kodlayan genleri molekiiler
biyolojinin imkanlariyla misir ve diger baz1 bitkilere transfer edilmistir. ilk olarak
1995 yilinda Bt’de bulunan kristal proteini kodlayan DNA musir bitkisine aktarilmis
ve EPA tarafindan kayitlara gecirilmistir. Glinlimiizde ise bir¢ok iilke tarafindan
patates, pamuk, misir gibi genetigi degistirilmis tarimsal iirlinler yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir (http://bacillusthuringiensis.pbworks.com/w/page/9916082/History).

1.2.2. Bacillus thuringiensis’in genel ozellikleri

Bacillus thuringiensis Bacillaceae familyasina ait, gram (+), spor olusturan fakiiltatif
anaerob bir bakteridir. Biiylime grafiginin duragan fazinda insektisidal kristal
proteinleri (ICP) tiretirler ve entomopatojenik 6zellik gosterirler (Bernhard vd., 1997;
Crickmore vd., 1998). Bu kristaller kristal (Cry) ve sitolitik (Cyt) proteinlerden
olusur. Insektisidal kristal proteinler (ICP), delta-endotoksinler ya da Cry proteinler
olarak da adlandirilir ve zararl tarimsal bocek tiirlerine karsi yiiksek oranda toksik
etki gosterirler (Bravo vd., 1998). Bt topraktan, depolanmis iriinlerden, bocek
habiatatlarindan, yaprak yiizeylerinden, igne yaprakli agaclardan ve otlardan
kolaylikla izole edilebilen, dogal ortamlarda her yerde bulunabilen bir bakteridir
(Bernhard vd., 1997; Ben-Dov vd., 1997; Ichimatsu vd., 2000). Bu habitatlar
icerisinde en fazla toprakta bulunur (Dai vd., 1996; Li vd., 1990; Ohba vd., 2000).

Bt suslar1 farkli toksinler iiretir. Bunlardan biri duragan fazda iiretilen insektisidal
kristal proteinlerdir (ICP) ve entomopatojenik 6zellik gosterirler (Bernhard vd., 1997;
Crickmore vd., 1998). Insektisidal kristal proteinleri iireten genlerin klonlama ve dizi
analizi calismalar1 sonucunda, ICP genleri cry ve cyt genleri olmak iizere
smiflandirilmistir (Brovo vd., 1998). Kristal proteinler d-endotoksinler olarak da

isimlendirilir. Bu toksinler yiiksek oranda hedef 6zgiilliigii gdsterir. insan, hayvan ve
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diger omurgalilara karsi zararsizdir. Bu sayede tarim alaninda zararli bdceklerle
miicadelede insektisit olarak kullanilmaktadir (Bravo vd., 2005). Cesitli alanlardan
izole edilen Bt’ler, Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera,
Phthiraptera ve Acari gibi farkli bocek tiirlerine ve Nemathelminthes,
Platyhelminthes, Sarcomastigophora gibi bazi omurgasiz tiirlerine karst biiyiik
oranda ozgiilliikk gostermektedir (Feitelson, 1992). Simdiye kadar 500°den fazla farkli

cry gen sekansi 67 grup igerisinde siniflandirilmistir (Crickmore vd., 2010).

Bt tarafindan biliyiime grafiginin duragan fazinda iiretilen insektisidal kristal protein
disinda vejetatif fazda diretilen vejetatif insektisidal proteinler (VIP)’de vardur.
Ayrica insektisidal proteinlerin disinda yiiksek dozda memelilere karsi toksik etkiye
sahip olan ekzotoksinler, hemolizinler ve enterotoksinler de Bt tarafindan iiretilen
toksinlerdir (Glare ve O’Callaghan, 2000).

Bacillaceae familyasi icerisinde Bt bir memeli patojeni olan Bacillus antrachis ve
besin zehirlenmelerine neden olan Bacillus cereus ile genetik olarak yakinlik gosterir.
Bu ii¢ tiir de topraktan izole edilebilir. Ancak Bt kristal tiretebilme 6zelligiyle bu
bakterilerden ayrilir (Sekil 1.1) (Helgason vd., 2000).

Sekil 1.1. Bacillus thuringiensis transmisyon elektron mikroskobu goriintiisii. PB; protein, SP;
spor (Maagd, 2001)

1.2.3. Bacillus thuringiensis’in morfolojik 6zellikleri

Bt petride hizli bir sekilde yayilabilen beyaz, piitiirlii koloniler tiretir. Bt’nin elips
seklinde ve siskin olmayan sporlar1 hiicrenin alt u¢ kisminda bulunur. Bt’yi diger
Bacillus tiirlerinden ayirmanin en kolay yolu faz konrast mikroskobu altinda kolayca

goriilebilen parasporal inkliizyon kristallerinin bulunmasidir. Bt suslar1 arasinda



kristal proteinlerin morfolojileri, biiytikliikleri ve sayilar1 degiskenlik gosterebilir.
Bes farkli kristal morfolojisi vardir; Cryl proteinlerinde goriilen bipiramidal
kristaller, Cry2 proteinlerinde goriilen kiibik kristaller, Cry4 ve Cyt proteinlerinde
goriilen sekilsiz ve birlesik kristaller, Cry3 proteinlerinde goriilen yassi kare
seklindeki kristaller ve Cry4d proteinlerinde goriilen ¢ubuk sekilli kristallerdir
(Lopez-Meza ve Ibarra, 1996; Schnepf vd., 1998).

1.2.4. Bacillus thuringiensis’in iirettigi toksinler

Bt entomopatojenik 6zellikleri olan gram (+) bir bakteridir. Sporulasyon evresinde
insektisidal kristal proteinleri iiretir. Bu kristaller genellikle Kristal (Cry) ve sitolitik
(Cyt) proteinleri olmak iizere bir veya daha fazla proteinden olusur. Cry proteinler
hedef organizma tizerinde kanitlanabilir bir toksik etkiye sahiptir. Benzer sekilde Cyt
proteinleri de Bt’den elde edilen sitolitik aktivite gosteren parasporal inkliizyon
proteinleridir. Bu toksinler hedef organizmaya (bocek tiirleri) yiiksek oranda spesifik;
insan, bitki, hayvan ve diger omurgalilara karsi zararsiz ve dogada tamamen
¢ozilinebilen proteinlerdir. Bu sayede Bt tarim alanlarinda zararli boceklerin ve
insanda hastalik yapan vektorlerin kontroliinde 6nemli bir alternatiftir (Bravo vd.,

2005).

Tiim kristal proteinler insektisit degildir. Topraktan elde edilen ve insektisit aktivite
gdstermeyen Bt suslarinin oraninin oldukga yiiksek olmast (%90), Cry proteinlerinin
diger biyolojik aktivitelerini arastirma gereksinimini ortaya ¢ikarmistir. Bu kapsamda
literatiirde yapilan ¢alismalar, Cry proteini iireten, insektisit aktivitesi olmayan ve
Cyt proteini tasimayan Bt suslarmin insan kanser hiicrelerini ve insan-patojenik
protozoalar1 hedef alan proteinleri tirettigini kesfetmistir (Ohba M., 1986; Mizuki vd.,
1999).

Baz1 Bt suglar1 da aktif biiylime dongiisii sirasinda ekstraseliiler bilesikler tiretir. Bu
bilesikler vejetatif insektisidal proteinler, enterotoksinler, f-ekzotoksinler, fosfolipaz
ve proteazlar olabilir. Ayrica bazi1 Bt’ler antifungal aktiviteye sahip antibiyotikler de
tiretir (Stabb vd., 1994).



1.2.5. insektisidal kristal proteinler

Bt biiyiime grafiginin duragan fazinda insektisidal kristal proteinleri (ICP) {iretirler
ve entomopatojenik 6zellik gosterirler (Bernhard vd., 1997; Crickmore vd., 1998).
Kristal proteinler delta-endotoksinler olarak da adlandirilir. Kristal proteinler Cry ve

Cyt proteinler olmak iizere iki sinifa ayrilir.

Bt tarafindan iiretilen Cry ve Cyt toksinleri por olusturan toksinler (PFT) olarak
bilinen smifa aittir. PFT’ler konagin hiicre membranindan igeri girmek veya
transloke olmak icin konformasyonel degisiklikler geciren suda c¢oziinebilir
proteinlerdir. PFT’ler iki grupta toplanir. Bunlardan birincisi; porlardan gecisi
saglayan ve o-heliks bolgeleri bulunan a-helikal toksinlerdir. Ikincisi ise; p-tabakali
sa¢ tokasi yapisindan meydana gelen B-barrellar ile membrana girisi saglayan -
barrel toksinlerdir. Cry toksini birinci sinifta yer alan por olusturan toksinler sinifina
aittir. Cyt toksini ise ikinci sinifta yer alan por olusturan toksin ¢esididir (Parker ve
Feil, 2005). Genellikle PFT iireten bakterinin sentezledigi toksinler konak hiicre
membraninda yer alan spesifik reseptorlerle etkilesir. Cogu zaman PFT oligomerik
yapmin olusmasini uyaran reseptor baglanmasindan sonra konak proteazlar
tarafindan aktive edilir. Son olarak proteinin globul yapiya gegcmesini uyaran pH

azalmasi ile membrana giris tetiklenir (Parker ve Feil, 2005).
1.2.5.1. Etki mekanizmast

Bt kristal proteinleri hedef 6zgiilligii gosterir. Buna bagl olarak her bir kristal
protein bir veya birden daha fazla spesifik bocek tiirlerine etki eder. ICP’lerin bu

spesifikligi etki mekanizmalarindan kaynaklanir (Gill vd., 1992).

Bt insektisidal kristal proteinleri protoksin halinde tasir. Cry protein, duyarli bocek
tarafindan alindiktan sonra bocegin orta barsaginda alkali pH (10-12)’de ¢oziiniirler.
Coziinen parasporal kristaller 130-135 kDa biiyiikliigiindeki protoksini meydana
getirir. Bu proteinler daha sonra tripsin, kimotripsin gibi barsak proteazlari tarafindan
N-terminalllerinin uzaklagtirillmasiyla aktif hale getirilir ve boylece aktif toksin
fragmentlerine dontisiir (Gill vd., 1992; Hofte ve Whiteley, 1989; Knowless, 1994).
Aktiflenen toksinler bdcek larvalarinin orta barsak epitelinde yer alan spesifik

reseptorlere baglanir. Hiicre membraninda yer alan spesifik reseptorlere baglanan



aktiflenmis toksin membran iyon kanallar1 veya porlar olusturur. Por olusumu
ozmotik soka neden olur. Bunun sonucu olarak hiicre membrani pargalanir ve buna

bagl olarak bocek beslenemez, oliir (Sekil 1.2) (Knowless, 1994).

Cyt toksinleri B-barrel yapisinda oligomerik transmembran por olusturarak hiicrelerin
Olimiine neden olur (Promdonkoy ve Ellar, 2003). Cyt’lerde protoksin olarak
sentezlenirler ve toksin N-terminal ve/veya C-terminallerin uzaklastirilmasiyla aktif
hale getirilir. Aktif Cry toksinleri larvanin mide hiicrelerindeki spesifik reseptorlere
baglanirlar ve hiicre membranina baglaninca iyon kanallar1 veya porlar olustururlar.
Aktif Cyt toksinleri ise protein reseptdriine baglanmadan direkt membrandaki
lipitlerle etkilesime geger. Bunu yaparken membrana girerek por olusturur (Thomas
ve Ellar, 1983; Li vd., 1996; Promdonkoy ve Ellar, 2003) ya da membrana deterjan
benzeri etkilesimlerle zarar verir (Sekil 1.3A) (Butko, 2003).

CytlAal (CytA) Bacillus thuringiensis israelensis parasporal inkliizyonlarinda en
fazla ¢alisilan 27 Kda’luk bir proteindir. Cok lamelli lipozomlar ve diizlemsel lipit
bilayerler kullanilarak yapilan deneyler sonucu Cytl A’nin sitolitik etkisinin toksin-
lipit etkilesimleriyle gerceklestigi kanitlanmistir. Cytl A transmembran iyon kanallar
ve/veya por olusumuyla etkisini gosterdigi bilinirken toksin-membran etkilesiminin
molekiiler mekanizmasi tamamen bilinmemektedir (Butko vd., 2003). Cyt2 29
kDa’luk bir proteindir. Proteazlara kargt Cyt2, Cytl’den daha dayaniklidir. Cyt2
hedef membrana monomer gibi baglanir ve membrana eklenir. Toksin molekiilleri
birbirlerine baglandiginda oligomerizasyon meydana gelir. Porlar da biyiik
oligomerlerden olusur. Por olusumu osmotik soka neden olur. Ardindan hiicre
membrant lizise ugrar, por olusturmak i¢in gerekli toksin miktar1 kesin olarak

bilinmemektedir (Sekill.3B) (Promdonkoy ve Ellar, 2003).



Sekil 1.2. Kristal proteinlerin etki mekanizmasi
a) Toksin bocek tarfindan alindiktan sonra barsak 6zsuyunda ¢6ziiniir. b) Protoksinler proteazlar
tarafindan aktif toksine doniistiiriiliir. ¢) Aktiflenen toksin epitelyum hiicrelerin membranlarinda
bulunan reseptorlere baglanir. d) Domain I de meydana gelen yapisal degisikler sonucu olusan sag
tokasi yapisi sayesinde membrana giris gerceklesir. €) Membrana giren toksinler oligomerler yaparak
porlari olugturur (Maagd vd., 2001)

A
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Sekil 1.3. Cyt toksinlerin etki mekanizmalari; Por olusturma modeli ve deterjan modeli
A) cry proteinlerin lepidoptera larvasinda yer alan reseptor bolge ile etkileserek etki gdstermesi. B)
cry ve cyt proteinlerin diptera larvasina toksik etki gdstermesi. 1. cry ve cyt toksinleri aktiflenir. 2.

Cry protein membranda bulunan reseptore baglanir, cyt protein membrandan igeri girer. 3. Cry
proteinlerinin oligomerizasyonu uyarilir. 4. Por olusur (Bravo vd., 2007).

1.2.5.2. Yapisal ozellikleri

Bt’in irettigi parasporal kristal inkliizyonlar insektisidal kristal protein, o-

endotoksinler, cry toksinleri gibi bir¢ok terminoloji ile ifade edilmektedir. Yukarida
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belirtildigi gibi bu toksinler Cry ve Cyt toksinler olmak iizere iki gruba ayrilir. Bu
proteinler dizi benzerligi gostermezler fakat her ikisi de duyarli bocek barsaginda por
olusturup hiicrenin pargalanmasina neden olmak lizere benzer etki gosterirler (Gill

vd., 1987; Guerchicoff vd., 2001; Thomas ve Eller, 1983).

Kristal proteinlerin yapilarinin Cry3A, CrylAa ve Cyt2A’nin X-Ray kristalografi
caligmalar1 yapilmistir. Cyt2A’nin karmasik bir -tabakali yapiy1 saran a-heliks’ten
olusan iki dis tabakadan meydana gelen tek bir domainden olustugu belirlenmistir.
CytlA’nin da benzer bir yapida oldugu disiiniilmektedir. Cry3A ve CrylAa,
CytlA’nin aksine ii¢ domainden meydana gelmektedir. Domain I heliks-5’in diger
helikslerle kusatildigi yedi antiparalel o-heliks’ten meydana gelir. Domain II,
prizma kivrimi denilen yapiy1 olusturan {i¢ antiparalel B-sheet’ten meydana gelir. Bu
konformasyon “greek key” olarak adlandirilir. Domain III ise B-sandvi¢ modelini
olusturan iki ayr1 (-sheet’ten meydana gelir ve “jelly roll” olarak isimlendirilir
(Schnepf vd., 1998). Toksinin etki géstermesinde her domainin farkli bir etkisi vardir.
Domain I membrana giris ve por olusumunda goérevlidir. Domain II ve Domain III

ise reseptor tanima ve baglanmadan sorumludur. Ayrica Domain III por olusumunda

da etkilidir (Maagd vd., 1996).

Cry proteinler Bt’den elde edilen parasporal inkliizyonlar olup hedef organizma
tizerinde toksik etki gosterir. Cyt proteinler de Bt’den elde edilen hemolitik
aktiviteye sahip parasporal inkliizyonlardir. Bu toksinler yliksek oranda hedef
ozgiilliigii gosterir. Insan, hayvan ve omurgalilara karsi zararsizdir. Bu sayede Bt
tarim alaninda zararli boceklerin kontroliinde 6nemli bir alternatiftir (Bravo vd.,
2005). Bt Cry ve Cyt toksinleri por olusturan toksinler (PFT) olarak adlandirilan
bakteriyel toksin grubuna girerler (Parker ve Feil, 2005). Cry proteinleri Lepidoptera,
Koleoptera, Himenoptera, Diptera bocek tiirlerine ve ayrica Nematodlara karsi
etkilidir. Cyt protein ise genellikle Diptera tiirlerine etki eden Bt suslarinda bulunur
(Bravo vd., 2007).
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Sekil 1.4. Bt tarafindan iiretilen insektisit toksinlerin ii¢ boyutlu yapisi
Ug domainli cry protein (cry8Ea) ve cyt protein (cyt2Ba) (Bravo vd., 2011)
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Sekil 1.5. Cry protoksinlerinin uzunluklari ve korunmus bolgeleri (Maagd, 2001)



1.2.6. Bacillus thuringiensis’in iirettigi diger toksinler
1.2.6.1. Vejetatif insektisidal proteinler (VIP)

Insektisidal Bt toksinleri biyolojik kontrolde zararli boceklere karsi biiyiik oranda
etki etmektedir. Bu amagla yaklasik 500 Bt endotoksini tanimlanmigtir (Crickmore
vd., 2010). Ancak Bt’nin uzun yillardir kullanilmasi ve Bt endotoksini tasiyan
transgenik bitkilerin artmasi sonucu bdceklerde direng gelismistir (Bauer, 1995;
Ferre ve Rie, 2002; Gould, 1998). Bu nedenle Bt endotoksinlerine benzer bir etki
mekanizmas1 gostermeyen alternatif insektisidal proteinler yeni nesil transgenik
bitkilerde yiiksek oranda tercih edilmektedir (Fang vd., 2007). Bt endotoksinlere ek
olarak bilyiime fazinin vejetatif evresinde vejetatif insektisidal protein (VIP) denilen
insektisidal proteini iiretir (Fang vd., 2007). VIP toksinin kesfinden sonra Bt’ye ait
iki temel VIP toksin grubu tanimlanmustir. Birinci grup VIP toksin ViP1 ve VIP2
olmak iizere iki bilesenin bir araya gelip ikili toksin olusturmasiyla meydana gelir
(Warren, 1997). VIP1 ve VIP2 kombinasyonu tarimsal alanda onemli bir bocek
zararlis1 olan Lepidoptera simifina ait Diabrotica virgifera’ya karsi yiiksek oranda
insektisit etki gosterir. Ancak Lepidoptera sinifina ait diger boceklere etki gostermez
(Han vd., 1999). ikinci grup, VIP3 toksinlerinden meydana gelir, VIP1 ve VIP2 ile
higbir dizi benzerligi gostermez. Ik tanimlanan VIP3 toksini olan V/P3Aal pamuk
ve musir bitkilerinde bulunan Lepidoptera hagerelerine kars1 yiliksek oranda
insektisittir (Estruch, 1996). V7/P3Aal geninin ¢ikarildig1 bir Bt susunun insektisidal
aktivitesinin 6nemli oranda azaldig1 gdzlenmistir. Bu da VIP3’iin Bt susunun tiim
toksisitesine katkis1 olabilecegini akla getirmektedir (Donovan, 2001). V/P3Aal de
bdcek hiicrelerinin membranlarinda por olusturarak barsak hiicrelerinin patlamasina
ve bocegin 6lmesine neden olur (Lee vd., 2003; Yu vd., 1997). Ancak ViP3
toksininin insektisit olarak kullanimu ile ilgili yeterli ¢aliyma bulunmamaktadir. ViP3
gen ¢esitliliginin zenginlestirilmesi VIP ailesinin etki spektrumunun gelistirilmesine
katk1 saglayarak farkli bocek tiirlerinin kontroliinii kolaylastiracaktir (Fang vd.,

2007).

1.2.6.2. Enterotoksinler

Bt Bacillus cereus ile ayn1 grupta yer alan gram (+) spor olusturan bir bakteridir.

Filogenetik ¢alismalar ve genom dizi analizleri Bacillus thuringiensis ve Bacillus
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cereus ‘un ayni tiir grubuna ait oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Carlson vd., 1994). Hem
Bt hem de Bacillus cereus toprakta, omurgalilarin barsaklarinda ve bitkilerde bulunur
(Smith ve Couche, 1991; Jensen, 2003). Aralarindaki tek fark Bt’nin sporulasyon
sirasinda plazmitlerde taginan genler tarafindan kristal proteinleri iiretmesidir. Bazi
Bacillus cereus suslar1 besin zehirlenmelerine neden olan ajanlar olarak
bilinmektedir (Kotiranta, 2000). Patojenik Bacillus cereus suslar1 biri etik sendrom
digeri diyareyal sendrom olmak lizere iki gesit besine dayali hastaliga neden olur
(Beecher ve MacMillan, 1991). Bacillus cereus diyare semptomlarinda, farkli {ig¢
bolgeden olusan hemolizin BL (HBL) ve hemolitik olmayan (NHE) ile tek
bilesenden olusan sitotoksin K (cytK) enterotoksinleri birincil virulans faktorlerdir
(Granum vd., 1999). HBL, hemolitik, dermonekrotik ve sitotoksik aktiviteleri olan,
sirastyla hblA, hbID ve hbIC genleri tarafindan kodlanan baglanma bileseni B ile
Llve L2 olmak fizere iki litik elementten meydana gelir. Bu genler gorevi heniiz
bilinmeyen hbIB geni ile birlikte ayni operonda yer alirlar (Ryan vd., 1997). Diger ii¢
bolgeden olusan enterotoksin NHE, hemolitik HBL gibi hemolitik degildir. Ancak ii¢
bilesenli yapilar1 ve operon yapilar1 yiiksek oranda benzerlik gostermektedir
(Michelet vd., 2006). Ugiincii enterotoksin cytK sitotoksik, hemolitik ve nekrotik
aktiviteye sahip tek bir proteindir. 34 kDa’luk protein ilk olarak {i¢ insanin
zehirlenerek 6lmesine neden olan bir B. cereus susundan izole edilmistir. HBL ve
NHE arasinda bazi1 dizi benzerlikleri bulunurken, cytK ile diger enterotoksinler
arasinda higbir aminoasit dizi benzerligi bulunmamaktadir (Lund vd., 2000). Bacillus
cereus insanlar icin potansiyel zararli olarak diisiiniiliirken, Bt ¢ok az klinik 6zelligi
olan yararli bir organizma olarak bilinmektedir (Priest, 1993). Ancak varolan
yontemler zehirlenmelere neden olan Bacillus cereus basili ile Bacillus
thuringiensis’i ayirt edememektedir. Bu nedenle Bacillus cereus kaynakli besin
zehirlenmesi teshisi konulan hastaliklara Bt de neden olmus olabilir. Besinlerden ve
ticari insektisidal {iirtinlerden izole edilen Bt ve bazi referans suslar tarafindan
enterotoksin sentezlendigine dair bulgular mevcuttur (Damgaard vd., 1996; Hansen
ve Hendriksen, 2001). Ancak dogal Bt suslar tarafindan iiretilen B. cereus benzeri
enterotoksinler hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (Perani vd., 1998).
Enterotoksin kodlayan genlerin konjugasyonla Bacillus cereustan Bt’e aktarildigi
diistiniilmektedir (Carlson ve Kolsto, 1993).

13



1.2.6.3. p-ekzotoksinler

Baz1 Bt suslar diigiik molekiiler agirlikta ve 1siya duyarli niikleotid benzeri bir yap1
gosteren [B-ekzotoksin denilen toksini sentezler. B-ekzotoksin vejetatif biliylime
sirasinda sentezlenir. B-ekzotoksin bir ATP analogudur ve bu benzerlik B-ekzotoksini
DNA bagimli RNA polimeraz inhibitorii olmasina neden olur (Farkas vd., 1976;
Sebesta ve Horska, 1970). Omurgalilara kars: toksik etki gosterir. Bu nedenle ticari
olarak kullanilan Bt irlnlerinin B-ekzotoksin iiretme yeteneginde olmamasi
gerekmektedir (McClintock vd., 1995). Sivrisinek (Musca domestica) [3-ekzotoksinin
belirlenmesinde kullanilir. Ancak ¢ok zaman alici olmasi, saf olmayan toksinlerde
yanlig tahminler yapilabilmesi, tekrarlanabilirligin az olmasi ve mesekkatli
oldugundan dolayi, birgok laboratuar Orneklerin formulasyonlarinda ve
fermentasyonlarinda B-ekzotoksin varligini ve miktarini belirlemek igin yiiksek
performans sivi kromotografi (HPLC) yontemlerini kullanmaktadir (Johnson ve
Peterson, 1983). HPLC yontemleri kullanilarak iki tip B-ekzotoksin belirlenmistir
(Levinson vd., 1990). Tip I B-ekzotoksin adenozin, glukoz ve allarik asitten meydana
gelmektedir (Farkas vd., 1969). Bu toksini olusturan yolagin diger hiicresel metabolit
yolaklarinda oldugu gibi kromozomal Ilokuslar tarafindan kontrol edildigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte tip I f-ekzotoksin iiretimi igin gerekli olan bir
genin plazmitler tarafindan kodlandigi belirlenmistir. Ayrica bu plazmit bir veya
daha fazla 3-endotoksin genini tasiyabilmektedir (Espinasse vd., 2002; Levinson vd.,
1990). Tip II B-ekzotoksin yapist bilinmemekle birlikte bununla ilgili ¢alismalar

devam etmektedir (Hernandez vd., 2001).

1.2.7. insektisidal olmayan Kristal proteinler-Parasporinler

Tiim kristal proteinler insektisit degildir. Insektisit olmayan Bt’ler topraktan elde
edilen dogal populasyonlarin % 90’indan fazladir. Bu da insektisit olmayan Bt’ler
tarafindan tiretilen Cry proteinlerin biyolojik aktiviteleri olup olmadig1 sorusunu akla
getirmistir. Bt Cry proteinlerinin kapsamli olarak taranmasi ile 1996 yilinda insektisit
etkisinin disinda yeni bir biyolojik aktivite tanimlanmistir. Bu da insan kanser
hiicrelerini ve insan-patojenik protozoolari hedef alan proteinlerin kesfini saglamistir

(Mizuki vd., 1999).
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1.2.7.1 Parasporinlerin kesfi

Mizuki ve arkadaslar1 parasporal inkliizyonlarin hemolitik olmayan ancak insan
kanser hiicrelerine kars1 sitosidal etki gosteren Bt izolatlariin kapsamli taramasini
yapan ilk ekiptir. Tarama testlerinde 1744 Bt susu kullanilmistir. Ik olarak koyun
eritrositleriyle gergeklestirilen testlerde 60 susa ait parasporal inkliizyonlarin giiclii
hemolitik etki gosterdigi goriilmiistiir. Geriye kalan hemolitik olmayan 1684 susun
MOLT-4 hiicrelerine karsi sitosidal etkisine bakilmistir. Bu sekilde 42 pozitif sus
secilmistir. Bu parasporal proteinler insektisit ve hemolitik etki gostermezler. Son
olarak 3 sus parasporal proteinlerin antikanser aktivitelerinin karakterizasyonu igin
secilmistir. Bu ii¢ susa ait parasporal proteinler MOLT-4, HeLa ve A549 hiicrelerine
uygulandiginda farkli toksisite ve degisken aktivite oranlar1 ile birlikte giiclii
sitosidal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica A1462 ve A1190 suslar1 16semik
ve normal T hiicrelerini ayirt edebilme yeteneginde olduklar1 ve 16semik olanlara

etki ettikleri goriilmiistiir (Mizuki vd., 1999).

2000 yilinda Mizuki ve arkadaslar1 A1190 susundan 81 kDa anti kanser Cry proteini
elde etti. Bu da yeni bir protein kategorisini parasporini, ortaya ¢ikardi. Parasporin
ayirt edici sekilde kanser hiicrelerini 6ldiirme yeteneginde olan bakteriyel parasporal
proteindir (Mizuki vd., 2000). 81 kDa protein siniflandirma tablosunda parasporin-
1Aa (PS1Aa) olarak yer alir. Daha sonraki ¢alismalar ile PS2, PS3, PS4, PS5 ve PS6

belirlenmistir.

1.2.7.2 Parasporinlerin yapisi ve karakteristik ozellikleri

Toplam 13 parasporin (PS) 11 Bt susundan elde edilmistir. Bunlardan sekiz tanesi
PS1, ikisi PS2, ikisi PS3 ve bir tanesi de PS4’tiir. Sekil 1.6°da bu proteinleri
gosteren dendogram verilmistir. DOrt parasporin ailesi arasinda genetik benzerlik
cok azdir. Cizelge 1.2°de PS proteinlerinin genel 6zellikleri gosterilmektedir (Ohba
vd., 2009).
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Parasporins
PS1Aa1 (Cry31Aa1)

PS1Aa3 (Cry31Aa3)
PS1Aa4 (Cry31Aad)
PS1Aa5 (Cry31Aa5)

PS1Aa2 (Cry31Aa2)

~[ PS1Ab1 (Cry31Ab1)

PS1Ab2 (Cry31Ab2)

PS1Ac1 (Cry31Ac1)

PS2Aat (Cry46Aat)

PS2Ab1 (Cry46Ab1)

PS4Aa1 (Cry45Aa1)

PS3Aa1 (Cry41Aal)

PS3Ab1 (Cry41Ab1)
45% 78% 95%

Sekil 1.6. PS1, PS2, PS3 ve PS4 parasporinlerinin akrabahiklarim gosteren dendogram
(Ohba vd., 2009)
Cry31Aal’e karsilik gelen PS1Aal 81.045 Da agirliginda 723 aminoasit rezudisine
denk gelen bir polipeptittir. Gen 2169 b¢ uzunlugundadir. Bu protein Cry
proteinlerde bulunan 5 korunmus bolge igeren ii¢ domainli yapiya sahiptir. Ancak
PS1Aal ile Cry ve Cyt proteinler arasinda ¢ok az benzerlik goriilmiistiir. Yapilan
caligmalarda PS1Aal’in yalnizca proteaz ile muamele edildiginde kanser hiicrelerini
oldiriicti etki gosterdigi belirtmislerdir (Mizuki vd., 2000). Proteaz ile aktivasyon
Cry proteinlerinde de vardir. PS1Aal’in proteaz ile muamele edilmesiyle 15 ve 56
kDa’luk polipeptitlerden olusan heterodimer protein olusur. Bu heterodimer protein
kanser hiicrelerine kars1 aktiftir ve 81 kDa’luk proteinin N terminalinin iglenmesiyle
ortaya cikar. HeLa, MolT-4, HL60 kanser hiicrelerine karsi giiclii sitotoksik etki

gostermistir.

Cry46Aal’e karsilik gelen PS2Aal 338 aminoasit rezudisinden meydana gelen ve
tahmini molekiiler agirligi 37,446 Da olan bir polipeptittir. 1014 b¢ uzunlugundadir.
Bu protein li¢ domainli yap1 gdstermez ve insektisit Cry proteinlerde korunmus
bolgeleri de icermez. Yalnizca Cryl5Aa ile diisiik oranda dizi benzerligi gosterir. 37

kDa’luk proteinin islenmesi sonucu meydana gelen 30 kDa’luk protein kanser
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hiicreleri tizerinde sitotoksik aktivite goOsterir. Proteaz ile islenme N ve C

terminallerin her ikisinde de gergeklesir (Ito vd., 2004).

Cry41Aal’e karsilik gelen PS3Aal insektisit Cry proteinlerde bulunan 5 korunmus
bolgeyi de igeren tipik ti¢ domainli yap1 gosterir. 825 aminoasit rezudisinden olusur
ve tahmini molekiiler agirligi 93,689 Da’dur. Insektisidal Cry proteinlerle ¢ok az
benzerlik gosterir. PS3Aal’in C terminalinin Clostridium botulinum hemagglutinin
HA-33 ile benzerlik gostermesi sasirticidir (Tsuzuki vd., 1990). 81 kDa’luk protein
N ve C terminallerinden proteaz islenmesi ile 64 kDa’luk toksik proteine doniisiir

(Yamashita vd., 2005). HepG2 ve HL60 kanser tiplerine kars: etkilidir.

Cry45Aal’e karsilik gelen PS4Aal 275 aminoasit rezudisinden meydana gelir ve
tahmini molekiiler agirligi 30,078 Da’dur. Gen 828 b¢ uzunlugundadir. PS1Aal ve
PS3Aal’i de igeren Cry proteinlerin cogunda korunmus 5 bolgeyi bulundurmaz. Ug
domainli yap1 gostermez. Diger Cry ve Cyt proteinlerle ¢ok diisiik (<30%) benzerlik
gosterir (Ohba vd., 2009). Ozellikle kolon, uterus ve kan kanseri hiicrelerine karsi
etkilidir.

Nagamatsu vd. (2010)’da yapilan ¢alismada lepidoptera ve diptera larvalarina karsi
patojenik olmayan Bt M019 susunun 84 kDa agirliginda ii¢ Cry proteinden (CP)
olusan bir parasporal protein iirettigi belirlenmistir. Bu proteinlerden CP78A ve
CP78B daha 6nce tanimlanmig olan parasporin-1 ile yliksek oranda aminoasit dizi
benzerligi gosterdiginden, bu proteinlerin parasporin-1’in yeni varyantlari oldugu
yapilan ¢aligsmalar sonucu belirlenmistir. CP84 olarak isimlendirilen protein ise diger
iki proteinle ve insektisidal toksin Cry2 ile ¢ok diisiik oranda aminoasit dizi
benzerligi gostermektedir. CP84 proteini, CP78A ve CP78B proteinlerine benzer bir
sitosidal aktivite gosterirken aminoasit dizilimlerinin farklilifindan dolayr ayri
smiflandirilmiglardir.  Yeni bir protein oldugu belirlenen CP84, daha sonra
parasporin-6Aalolarak adlandirilmistir. Parasporin-5Aal ile ilgili ¢alismalar devam
etmektedir (Ekino ve Shin, 2009).

1.2.7.3. Parasporinlerin antikanser aktivitesi

PS proteinler eritrositlere karsi hemolitik aktivite ve in vivo insektsidal aktivite
gostermezler. Dort PS protein de ayricalikli olarak sadece kanser hiicrelerine karsi

aktivite gosterir. Ornegin, bocek kiiltiirlerine in vitro sitotoksisitelerinin belirlenmesi
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amaciyla PS1Aal, sivrisinek (Aedes albopictus)’tan elde edilen NIAS-AeAl-2 ve
ipek bocegi (Bombx mori)’den elde edilen BM-N hiicre hatlarma uygulanmistir.
Deney sonucunda bocek hiicre hatlarinin PS1Aal’e duyarli olmadigr belirlenmistir
(Ito vd., 2004). Buna ilave olarak, altin balig1 (Carassius auratus) GF-Scale hiicre
hatti kullanilarak yapilan bir baska calismada PS1Aal, PS2Aal ve PS3Aal
proteinlerinin kaba oziitleri kullanilmis ve goldfish hiicrelerinin PS proteinlere
duyarl olmadig1 goriilmiistiir (Mizuki vd., 1999). Dort PS proteinin 13 farkli insan
hiicre hattina, timorlii dokuz hiicre hattina, kanserli olmayan dort hiicre hattina ve
insana ait olamayan bes hiicre hattina etkileri ¢izelge 1.1’de gosterilmektedir.
Bulgular sonucunda dort PS proteinin aktivite oranlarinin ve antikanser sitotoksisite
spektrumlarinin farkli oldugu goriilmistiir. Diisiik agirlikli parasporinler PS2Aal ve
PS4Aal daha genis sitotoksisite spektrumuna sahiptir. PS2Aal ii¢ 16semik T hiicre
hattina da (Jurkat, MOLT-4ve HL60) sitotoksik etki gosterir. Tipik {i¢ domainli Cry
protein yapisinda bulunan PS3Aal, HL60 ve HepG2 hiicrelerine karsi sitotoksisite
gosterir. Bu nedenle PS3Aal parasporinler arasinda etki spektrumu en az olandir.
HeLa, TCS ve Jurkat kanser hiicre hatlan PS1Aal, PS2Aal veya
PS3Aalproteinlerinden yalnizca birine karst duyarhdir (Cizelge 1.1) (Ito vd., 2004;
Yamashita vd., .2005; .Katayama vd., 2005; Okumura vd., 2005; Kitada vd., 2006;
Heiss vd., 1997).

Cizelge 1.1. Dort parasporine ait sitotoksisite spektrumlari

Hiicre hatt Orijin Sitotoksisite
PS1Aal PS2Aal PS3Aal PS4Aal

Insan
HelLa Uterin servikal kanser +++ - - -
Sawano Endometriyal adenokarsinoma - ++++ - +++
TCS Uterin servikal kanser b - - F++
UtSMC Normal uterin diiz kas - ++ - -
MOLT-4 Akut lenfoblastik 16semi ++ +4+++ - +++
HL-60 Promiyeloktik 16semi +++ ++++ ++ +++
Jurkat T-hiicre 16semi - +4+++ - -
T-cell Normal T lenfosit - +++ - -
HepG-2 Hepatoselular karsinoma ++ ++++ ++ ++
HC Normal hepatosit - - - -
A549 Akciger adenokarsinoma - +++ - -
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Cizelge 1.1. Dort parasporine ait sitotoksisite spektrumlari @™

MRC5 Normal fetal akciger - + - -
Caco-2 Kolon kanseri - + - +++
Maymun
Bobrek (Yesil Afrika
Vero - NT - -
maymunu)
Bobrek (Yesil Afrika
Cos-7 - NT - R
maymunu), SV-40 transforme
Kemirgen
PC12 Feokromositoma (rat) NT NT NT ++
N1H3T3 Embriyo (fare) - NT - -
CHO Ovaryum (Cin hamster) NT NT NT -

Sitotoksisite oranlar1 oldukga yiiksek (++++), yiiksek (+++), orta (++), diisiik (+), ¢ok diisiik/etkisiz
(-), NT: test edilmedi, "Mizuki vd. yaymnlanmams sonug olarak gosterilmistir. (Katayama vd., 2005;
Ito vd., 2004., Kitada vd., 2006., Yamashita vd., 2005; Okumura vd., 2005)

1.2.7.3. Parasporinlerin kanser hiicrelerine etki mekanizmast

Parasporin-1Aal: PS4Aal, PS3Aal ve PS2Aal ile yapilan ¢alismalarda duyarli

kanser hiicrelerinde sitopatinin 1 saat igerisinde gerceklestigi goriilmiistiir (Ito vd.,
2004; Yamashita vd., 2005; Okumura vd., 2005). Fakat PS1Aal de, 8-10 saat
sonrasinda sitopati goriilmiistiir (Mizuki vd., 2000). PS proteinlerin yapisal ve
genetik olarak farkli olmalar1 bu bilgilerle birlestirildigi zaman PS1Aal’in etki
mekanizmasinin diger PS proteinlerden farkli oldugu disiiniilmektedir (Ohba vd.
2009). Bununla birlikte PS1Aal’in insektisidal Cry proteinlerin aksine membranda
por olusumuna neden olmadigr iki bulgu ile kamitlanmistir. Bunlardan birincisi;
PS1Aal uygulanan HeLa hiicrelerinde propidyum iyodid penetrasyonu ve laktat
hidrojenaz salinim1 meydana gelmemesidir. ikincisi ise toksin uygulanan hiicrelerin
membran potansiyellerinde degisiklik olmamasidir. PS1Aal uygulanan HeLa
hiicrelerinde DNA sentezinde ve hiicresel protein seviyesinde onemli bir diisiis
gbzlenmistir. En 6nemlisi ise PS1Aal uygulandiktan 1-3 dk sonra gergeklesen hiicre
i¢i Ca"" konsantrasyonundaki hizli artistir (Katayama vd., 2007). Bununla birlikte
trimerik G-protein inhibitdrii olan suramin, Ca*"in hiicre igine almumini ve
PS1Aal’in sitosidal aktivitesini baskilamaktadir. PS1Aal’in HeLa hiicrelerinde
apoptozisi uyardigina dair giiclii bulgular vardir. Ilk olarak PS1Aal’in sitosidal

aktivitesi sentetik kaspaz inhibitdrleri ile baskilanmaktadir. Ikinci olarak da PS1Aal,
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Hela hiicrelerinde pro-kaspaz-3 ve poli (ADP-riboz) polimeraz gibi apoptozis ile
ilgili proteinlerin degredasyonuna neden olmaktadir (Ohba vd., 2009).

Parasporin-2Aal: PS2Aal, PS1Aal’in aksine duyarli hiicrelerin plazma membran

gecirgenligini  arttirir.  Hiicre dis1  propidyum iyodid sitoplazmaya girerken,
sitoplazmik laktat hidrojenazin ¢ogu toksin uygulanan HepG2 hiicrelerinden disari
sizar. Ayrica PS2Aal mitokondri ve endoplazmik retikulum membranlarinda por
olusturmaz. PS2Aal’in sitotoksik aktivitesinin baslangi¢ basamag: toksinin duyarl
hiicrelerin plazma membranlariin lipit tabakasinda yer alan heniiz tanimlanmayan
reseptdr proteine tutunmasidir. Ardindan plazma membranlarinda oligomerler (<200
kDa) olusturarak por olusumuna neden olur ve hiicre parcalanir. Oligomerizasyon
membran proteinleri, ¢ift katli lipit tabaka ve kolesterol varliginda meydana gelir
(Ohba vd., 2009). PS2Aal ve membranda oligomerizasyonla por olusturarak
hiicreleri 6ldiirme mekanizmasina sahip Clostridium perfringens epsilon toksini ile

arasinda dnemli bir homoloji bulunmaktadir (Pepit vd., 1997).

Parasporin-3Aal: PS3Aal’in kanser hiicrelerine etki mekanizmasi hakkinda ¢ok

fazla bilgi bulunmamaktadir. PS3Aal tipik li¢ domainli bir Cry proteindir ve
insektisidal Cry proteinlere de konformasyonel olarak benzelik gostermektedir. Bu
benzerlikten dolay1 PS3Aal’in de insektisidal Cry proteinler gibi kanser hiicrelerinin
plazma membranlarinda por olusturduklart diisiiniilmektedir. Bu goriis PS3Aal’in
uygulandig1 hedef hiicrelerin membran gecirgenliklerinin artmasi ile desteklenmistir

(Yamashita vd., 2005).

Parasporin-4Aal: Daha oOnce bahsedildigi gibi PS4 bircok yonden diger

parasporinlerden farklidir. Bundan dolayr etki mekanizmasinin da diger PS
proteinlerden farkli oldugu diisiiniilmektedir. PS4Aal’in etki mekanizmasinin

anlasilabilmesi i¢in yeterli bilgi heniiz bulunmamaktadir.

Parasporinler kanser hiicrelerine karsi ayricalikli sitosidal aktivitesi sayesinde
antikanser ajan1 olarak medikal kullanima adaydir. Hastalara dogrudan uygulanmasi
istenmeyen immiinolojik cevaplara neden olabilir. Bu problemi ¢dzmek icin kanser
hiicrelerinde parasporine 6zgiil hiicre reseptorlerinin tanimlamasi gerekmektedir. Bu
sayede reseptorleri hedef alan ‘magic bullet’ ilaglar yaratilabilir. Parasporal

inkliizyonlar Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Clostridium gibi birgok aerobik
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anaerobik tiir tarafindan iiretilmektedir. Dolayisiyla, oniimiizdeki yillarda yapilacak

olan ¢aligmalar Bt’e ait olmayan yeni antikanser proteinlerin kesfini amaglamaktadir.

Cizelge 1.2. Parasporin cesitleri ve karakteristik 6zellikleri (Ohba vd., 2009)

Parasporin-1

Parasporin-2

Parasporin-3

Parasporin-4

Isimlendirme
Gen uzunlugu
(be)

3 domainli
yapi
Proteaz ile
aktivasyon

Islenme sekli

Onciil (kDa)
Aktif form
(kDa)

Etki
mekanizmasi

Cry3lAal
2169

Gosterir
Var

N-terminal
81
15+56

Apoptozosi
uyardigi
diigiiniilmektedir

Cry46Aal
1014

Gostermez

Var

N ve C-
terminal
37

30

Por olusumu

Cry41Aal
2475

Gosterir
Var

N ve C-terminal
88
64

Por olusumu

Cry45Aal
828

Gostermez
Var

C-terminal
34
27
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Malzeme

2.1.1. Bacillus thuringiensis suslari

Tez calismasinda ¢esitli ortamlardan ve orneklerden (toprak, meyve, yaprak, depo
tozlar1) izole edilmis olan Bt suslar1 kullanilmistir. Bu izolatlar 108T178 no’lu
Tiibitak projesi kapsaminda Aydin ili ve c¢evresindeki incir bahgeleri ve incir
depolarindan toplanmistir. Calismada kullanilan Bt referans susu Bacillus
thuringiensis subsp. israelenensis Bacillus thuringiensis Genetik Stok Center (Ohio,
USA)’dan elde edilmistir.

2.1.2. Besiyerleri

LB Broth (1L): 1L distile su igerisinde 10 g tripton, 5 g yeast extract, 10 g NaCl, 0.01

g mangan siilfat ¢éziiniir ve pH 6.8’¢ ayarlanir.

LB Agar (1L): 1Ldistile su igerisinde 10 g tripton, 5 g yeast extract, 10 g NaCl, 15 g

agar agar ¢ozlinilir ve pH 7.5’e ayarlanir.
Niitrient Broth (1L): 1L distile su icerisinde 13 g niitrient broth ¢oziintir.

Niitrient agar (1L): 1L distile su igerisinde 13 g niitrient broth, 15 g agar agar

¢ozunur.

2.1.3. Tampon ve Cozeltiler
2.1.3.1. DNA izolasyonunda kullanilan ¢ézeltiler
% 25 siikroz iceren lizozim solusyonu; 1k olarak 25 g siikroz 100 ml 1X tris-EDTA

tamponunda ¢oziilerek stok % 25’lik siikroz ¢oOzeltisi hazirlanir. Lizozim deney
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esnasinda taze olarak 30 mg/ml olmak tizere % 25°’lik siikroz cozeltisinde ¢oziilerek

hazirlanir.

SDS solusyonu: 1L ¢ozeltide % 3 SDS ve 0.2 N NaOH bulunmalidir. 30 g SDS ve 8
g NaOH tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildiikkten sonra son hacim 1 L’ye

tamamlanir.

3M Sodyum asetat ¢ozeltisi: 1 L distile su icerisinde 246.09 g sodyum asetat ¢oziiniir.
pH 4.8’e ayarlanur.

Fenol: Kloroform (1:1) solusyonu: 1:1 oraninda fenol ve kloroform karistirilarak

hazirlanir.
1XTris- EDTA buffer: 10 mM tris ve ImM EDTA eklenerek hazirlanir.
TER: 1 ml 1XTE igerisinde 0.1 mg RNaz ¢oziiliir.

0.5 mg/ml EtBr iceren 7.5 M’lik amonyum asetat ¢ozeltisi: Bir miktar distile su
igerisinde 7.5 M (578.1 g) amonyum asetat ¢Oziiniir. Cozelti steril edildikten sonra
500 mg EtBr eklenir ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanir.

2.1.3.2. PCR da kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

PCR reaksiyonlar1 50 pl’lik reaksiyon karigimlarinda gergeklestirilmistir. Her
amplifikasyon i¢in 5 ul DNA’nin kalip olarak kullanildigi 50 pl’lik PCR reaksiyon
karisiminda; 10X reaksiyon buffer’dan 5 ul, 10 mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP)
karistmindan 1 ul, ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerin her birinden 10
uM’lik stoktan 1 pl, 25mM MgCl,’den 3 ul , 5 U/ul tag DNA polimeraz’dan 0,5 pl

ve 34 ul steril distile su bulunmaktadir.

Cizelge 2.1. Universal primerler, dizileri ve per iiriinii biiyiikliigii (iberra vd., 2003)

Kullanilan PCR tiriinii
) Niikleotit Dizisi (5°-3”)
Primerler biiyikligi (bp)
cytlF F: 5’-CCCCAATCAACAGCAAGGGTTATT-3’
477- 480
cyt IR R:5’-TGCAAACAGGACATTGTATGTGTAATT-3’
cyt2F F: 5>-ATTACAAATTGACAAATGGTATTCC-3’
355- 356
cyt2R R: 5>-TTTCAACATCCACAGTAATTTCAAATGC-3’
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2.1.3.3. Protein izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

% 0,85°lik NaCl: 0.85 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziintir.
0.5 M NaCl: 29.25 g NaCl 1L distile suda ¢6ziintir.
IXTE: 10 mM tris ve ImM EDTA eklenerek hazirlanir.

Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF): 0.02 M stok ¢ozelti (3.5 mg/ml) izopropanolde
hazirlanarak -20 °C de saklanir.

0.1M NaOH: 0.5 M (20 g) 1L igerisinde ¢oziilerek stok halinde hazirlanir.

Bradford Reagent: 50 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml etanol igerisinde
¢oziiniir. 100 ml H3PO4 ve 500 ml dH,O eklenir. Filtreden gegirilerek dH,O ile 1L’ye

tamamlanir.

2.1.3.4. Protein izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Monomer solusyonu: 30 g akrilamid, 0.8 g bisakrilamid 100 ml olacak sekilde distile

suda ¢oziiniir. 0.22 pm’lik filtreden gegirilir.

4X Running jel tamponu(1.5 M Tris-Cl pH 8.8): 18.15 g Tris 75 ml distile suda

¢oziinlir. pH HCl ile 8.8’e ayarlanir ve distile su ile 100 ml’ye tamamlanur.

4X stacking jel tamponu (0.5 M Tris-Cl pH 6.8):6 g Tris 80 ml distile suda ¢oziiniir.

pH HCl ile 6.8’¢ ayarlanir ve distile su ile 100 ml’ye tamamlanur.
% 10’luk SDS:10 g SDS 100 ml distile su icerisinde ¢oziintir.

% 10’luk amonyum persiilfat (APS): 0.1 g amonyum persiilfat 1 ml distile suda

¢Oziiniir. Kullanomdan hemen 6nce hazirlanir.
TEMED (tetra metil etilen diamin):Ticari olarak satin alinir ve +4 °C de saklanir.

Tank tamponu (g/L): 3.02 g Tris, 14.41 g glisin, 1g SDS dH,0’da ¢oziinerek 1 L’ye
tamamlanir.

% 5’lik asetik asit ¢ozeltisi: 5 ml asetik asit dH,O ile 100 ml’ye tamamlanir.

Jel boyasi: 0.25 g Coomassie Brillant R-250, 45 ml metanol, 45 ml dH,0O, 10 ml

glasiyal asetik asit kullanilarak hacim 100 ml’ye tamamlanir.

Destaining ¢ozeltisi: 10 ml asetik asit, 25 ml metanol, 65 ml dH,O ile 100 ml’ye

tamamlanir.
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SDS-PAGE yiikleme tamponu: 0.75 M siikroz , 0.15 M Tris- Cl pH 8.8, 3.75 mM
EDTA, % 0.075 bromofenolblue, % 2.5 SDS, 7.4 mM DTT

2.1.3.5. Kulanilan hiicre hatlar

Bu calismada, 6 farkli kanser hiicre hatti ve bir normal hiicre hatt1 kullanilmistir;
DU-145 (prostat kanseri), PC-3 (prostat kanseri), A-549 (akciger kanseri), CCC-
221 (kolon kanseri), MCF-7 (meme kanseri), K-562 (kronik miyeloid 16semi hiicre
hatt1) ve BEAS-2B (saglikl1 epitel hiicresi). Hiicre hatlar1t Dog. Dr. Yusuf Baran’dan
(Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii) temin edilmistir. Hiicreler besi ortaminda,

37°C'de %5 CO2, %95 hava igeren nemlendirilmis inkiibatdrde kiiltiire alinmiglardir.

2.1.3.6. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan ¢ozeltiler

PBS (Phosphate buffered saline) : 0.34 g KH,PO,4, 1.58 g K,HPO,4, 8g NaCl son
hacim 1 L olacak sekilde dH,0’da ¢oziiniir ve pH 7.4’e ayarlanir.

% 1’lik Trypan blue: % 1°lik stok halinde hazirlamak i¢in 100 ml dH,O’ya 1 g
trypan blue eklenerek ¢6ziiniir. Hazirlanan ¢ozelti 0.22 pm por ¢apinda filtrelerle

sterilize edilir.

Fetal Bovin serum (FBS): Ilk kullanimdan 6nce 56 °C’de 1 saat 1s1 inaktivasyonu

yapilir. Daha sonrasinda -20 °C’de saklanir.

Penisilin-streptomisin antibiyotik: 10,000 pg/ml stok halindedir. Kullanilan
antibiyotik konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde stoktan eklenir.

RPMI 1640- Medyum: Ticari olarak satin alinir ve +4 °C’de saklanir.
Tripsin % 0.25 w/v: Ticari olarak satin alinir ve -20 °C’de saklanir.

MTT [3-4,5- dimetil- 2 —tiazolil)- 2,5- difenil- 2H tetrazolium bromid]: PBS
igerisinde ¢Oziinerek 5 mg/ml hazirlanir. 0.22 pum por ¢apinda filtreden gegirilerek

sterilize edilir.

Dimetil siilfoksid (DMSO): Ticari olarak satin alinir ve oda sicakliginda saklanir.
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2.2. Yontem

2.2.1. DNA izolasyonu ve cyt gen profillerinin belirlenmesi

2.2.1.1. DNA izolasyonu

Kaynatilarak DNA hazirlanmasi: Bakteriyel kiiltiirler nutrient agarda, 37 °C de bir
gece biyiitiiliir. Bir 6ze dolusu hiicre steril distile suya karistirilir. Elde edilen
karisim -80 °C de 20 dakika dondurulur. Ardindan kaynayan suda 10 dakika
bekletilir. Daha sonra olusan lizat 10000 rpm de 10 saniye santrifiij edilir. Pellet
uzaklastirilir. Elde edilen siipernatantdan 15 pl PCR analizlerinde DNA kalib1 olarak
kullanilir. (Hansen ve Hendriksen, 2001)

Fenol ektraksiyonu ve etanol ¢oktiirmesiyle plazmit DNA hazirlanmasi. Bakteriyel
kiiltiirler nutrient agarda, 37 °C de bir gece biiyiitiiliir. Daha sonra hiicreler toplanir
ve 1 ml steril suda ¢6ziiniir. Bakteri pelletlerini elde etmek i¢in 6rnekler 7000 rpm de
10 dakika santrifiij edilir. Ardindan siipernatant uzaklastirilir ve pellet 200 pl lizozim
solusyonunda ¢oziindiikten sonra 37 °C 15 dakika inkiibe edilir. Liziz islemi
tamamlandiktan sonra 400 pl alkalin SDS solusyonu eklenerek oda sicakliginda 7
dakika inkiibe edilir. Bu adimdan sonra 300 pl soguk 3M sodyum asetat (pH 4.8)
eklenir. Solusyon hizlica karistirilir ve 4°C de 8000 rpm de 20 dakika santrifiijlenir.
Stipernatant yeni bir ependorf tiipe alinir ve iizerine 650 pl izopropanol eklenerek
tyice karistirilir. 4°C de 8000 rpm de 20 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant
uzaklastirilir ve pellet 320 pl distile su igerisinde karistirilir. Soliisyon igerisine 0.5
mg/ml etidium bromid iceren 200 pl 7.5 M amonyum asetat eklenerek karistirilir.
Daha sonra 350 ul fenol/kloroform solusyonu eklenir, iyice vortekslenir ve oda
sicakliginda 10000 rpm de 10 dakika santrifiijlenir. Sulu faz yeni bir ependorf tiipe
aktarilir. DNA 1 ml etanol eklenerek ¢oktiiriiliir ve 4 °C de 8000 rpm de 20 dakika
santrifiijlenir. Daha sonra pellet oda sicakliginda 500 pl % 70’lik etanol ile yikanir ve
10000 rpm de 5 dakika santrifiijlenir. Pellet oda sicakliginda kurutulur ve 40 pl TER
(TE, pH 7.8 ve RNaz) solusyonu igerisinde ¢oziiliir ve 37 °C de 60 dakika inkiibe
edilir. Son olarak plazmit DNA’s1t 90 V da iki saat elektroforez edilerek bir jel
dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenir. Plazmit DNA’sindan yaklagik 500 ng DNA
PCR analizinde kalip DNA olarak kullanilir (O’Sullivan and Haenhammer, 1993).
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2.2.1.2 cyt gen profillerinin belirlenmesi

Kullanilan izolatlarin cyt gen igerikleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
belirlenmistir. Kristal protein igeren tiim izolatlarin cytl ve cyt2 gen iceriklerinin
taranmasi iki ¢ift evrensel primer kullanilarak yapilmistir (iberra et al. 2003). PCR
reaksiyonlart 50 ul’lik reaksiyon karisimlarinda  gergeklestirilmistir.  Her
amplifikasyon i¢in 5 ul DNA’nin kalip olarak kullanildigi 50 pl’lik PCR reaksiyon
karisiminda; 10X reaksiyon buffer’dan 5 pl, 10 mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP)
karistmindan 1 pl, ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerin her birinden 10
uM’lik stoktan 1 pl, 25mM MgCl;’den 3 ul , 5 U/ul taq DNA polimeraz’dan 0,5 ul
ve 34 ul steril distile su bulunmaktadir. Amplifikasyonlar Advanced Primus 96
termal dongii cihazinda gergeklestirilmistir. Cyt genleri i¢in ilk basamakta 95 °C de
2 dakika 6n denaturasyonun ardindan 95 °C de 1 dakika denaturasyon, Ccytl igin
52 °C, cyt2 igin 50 °C de 1 dakika primer baglanmasi (annealing) ve 72 °C de 1
dakika uzama (extention) uygulanmistir. cyt gen fragmentlerinin ¢ogaltilmasi igin bu
asamalar 35 dongiide gergeklestirilmistir. Son olarak 72 °C de 5 dakika zincirler
uzamaya birakilmistir. Elde edilen PCR firiinlerinden 10 pl, etidium bromid igeren %
1’lik agaroz jelde elektroforez edilmistir. Bir jel dokiimantasyon sistemi (Vilber
Lourmat) kullanilarak goriintiilenmistir. Molekiiler marker olarak fermentas 1 kb

DNA Ladder kullanilmistir.

2.2.2. Parasporal inkliizyon proteinlerin hazirlanmasi ve aktivasyonu

2.2.2.1 Parasporal inkliizyon proteinlerin hazirlanmasi, solubilizasyonu

cyt geni icermeyen izolatlardan kristal protein eldesi igin BT izolatlari, 500 ml’lik
erlenlerde 100 ml NB besiyerinde 30°C’de 150 rpm’de 3-5 giin biiyiitiilmustiir.
Spor-kristal karigimi +4°C de, 10,000 g de 10 dk santrifijlenmistir. Elde edilen
pellet %0,85’lik (30 ml) NaCl ile 2 defa yikanmistir. +4°C’de, 10,000 g de 10 dk
santrifiijleme ile yikama islemi gergeklestirilmistir. Ikinci yikama sonrasi elde edilen
pellet 0,5 M (30 ml) NaCl’de ¢ozdirilerek +4°C’de, 10,000 g de 10 dk
santrifiijlenmistir. Elde edilen pellet (30 ml) soguk 1XTE ile ¢ozilmisiir. Son
konsantrasyon 0,5 mM olacak sekilde PMSF eklenmisir. +4 °C’de, 10,000 g de 10

dk santrifiijlenmistir. Pellet 2-5 ml distile su ile ¢oziilmiistiir.
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Solubilizasyon igin son konsantrasyon 0,1 M olacak sekilde NaOH eklenmistir.
Solubilizasyonun gerceklesmesi i¢in 37 °C’de sicak su banyosunda 30 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde PMSF
eklenmistir. +4 °C’de, 10,000 g de 10 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 kristal
protein igeren supernatant ayrilmistir. Protein konsantrasyonu belirlendikten sonra

-20 °C de muhafaza edilmistir.
2.2.2.2 Bradford yontemi

Protein  konsantrasyonu  Bradford yontemi  kullanilarak  belirlenmistir.
Konsantrasyonu 0, 5, 10, 15, 20, 40 ul olan standart BSA (1 mg/ml) ¢6zeltisi
igerisine 2’ser ml olacak sekilde boya eklenerek 595 nm’de absorbansi Slgiilmiistiir.
Bu degerlere gore standart egri grafigi hazirlanmstir. Izolatlarin protein drneklerinde
ise 10 pl protein iizerine 2 ml olacak sekilde bradford boyasi ilave edilip
karistirildiktan sonra yarim saat beklenmis ve 595 nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir.
Konsantrasyonu bilinmeyen 6rneklerin konsantrasyonu, konsantrasyonu bilinen BSA
orneklerinin verdigi absorbans degerleriyle karsilastirilarak hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglarla hiicre kiltiirii calismalarinda kullanilacak protein miktari
belirlenmis ve SDS- PAGE calismalarinda gerekli miktarda proteinin jelde

yiiriitiilmesi saglanmistir.
2.2.2.3. Solubilize edilmis Parasporal kristal proteinlerin proteazlarla muamelesi

Yukarida belirtildigi gibi saflagtirilan ve solubilize edilen parasporal proteinlerin
konsantrasyonlar1 Bradford yontemi ile belirlendikten sonra parasporal proteinlerin
son konsantrasyonlart 1 mg/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Solubilize proteinler
(son konsantrasyon 1 mg/ml) proteinaz K (son konsantrasyon 10 pg/ml ve 350 pg/ml)
ve tripsin (son konsantrasyon 1 mg/ml, 5mg/ml, 10 mg/ml) ile muamele edilmistir.
Proteolitik kesimin gerceklesmesi icin 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
proteolitik islemi durdurmak i¢in 1 mM PMSF eklenmistir. Ornekler 0,45 pm
capinda membran filtrelerden gecirildikten sonra hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ve

SDS- PAGE ¢alismalarinda kullanilmistir.
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2.2.2. SDS- PAGE jel elektroforezi

SDS- PAGE elektroforezi % 10’luk aymrma jeli ve yiikleme jeli kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ayirma jeli; 6.6 ml monomer solusyonu (% 30’luk), 5 ml 4X
Running jel tamponu, 0.2 ml % 10’luk SDS, 8,06 ml distile su, 100 ul % 10’luk APS
ve 7 pl Temed eklenerek hazirlanmistir. Bir erlen igerisinde hazirlanan jel
karistirildiktan sonra pastdr pipetiyle iki cam arasindan dokiilmiistiir. Uzerine
yiizeyin diiz olmast i¢in % 50’lik biitanol ilave edilmistir. Jel polimerizasyonu
gerceklestikten sonra biitanol distile su ile temizlenerek uzaklastirilmis ve yiikleme
jelinin hazirhigma gegilmistir. Yiikleme jeli; 1.33 ml monomer solusyonu (% 30’luk),
2.5 ml 4X yiikleme jel tamponu, 0.1 ml % 10’luk SDS, 6 ml distile su, 50 ul %
10’luk APS ve 5 ul Temed eklenerek hazirlanmistir. Bu karigim ayirma jelinin
izerine dokiiliip hizlica taraklar yerlestirilmis ve polimerize olmasi i¢in beklenmistir.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra jel tablasiyla elektroforez tankina yerlestirilip,
tank icin hazirlanan tampon ilave edildikten sonra taraklar ¢ikarilmistir. Kristal
protein karsiminin yaklasik 10 pl’si esit miktardaki SDS- PAGE yiikleme
tamponuyla kanstirtlip 10 dakika kaynatilmistir. Protein ornekleri kuyucuklara
yiiklenip 150 V’da yaklagik 2 saat yiiriitiilmistiir. Elektroforez isleminden sonra % 5
asetik asit ¢ozeltisi ile 15 dakika tespit islemi yapilmistir. Tespit isleminden sonra
jeller boya c¢ozeltisi igerisine alimip, 1 gece orbital calkalayicida bekletilmistir.
Boyama isleminin ardindan jel zeminindeki boyanin giderilmesi i¢in destaining
solusyonu kullanilmistir. Son olarak jel transilluminatorde beyaz 151k altinda

goriintiilenmistir.

2.2.3. Hiicre hatlan ve Kkiiltiir kosullar:

Bu c¢alismada, 6 farkli kanser hiicre hatt1 ve bir normal hiicre hatt1 kullanilmistir;
DU-145 (prostat kanseri), PC-3 (prostat kanseri), A-549 (akciger kanseri), CCC-
221 (kolon kanseri), MCF-7 (meme kanseri), K-562 (kronik myeloid 16semi hiicre
hatt1) ve BEAS-2B (saglikli epitel hiicresi). Tiim hiicreler % 10 fetal bovin serum ve
100 pg/ml penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 besi ortaminda kiiltiire alinmustir.
Hiicreler besi ortaminda, 37°C'de, %5 CO2, %95 hava iceren nemlendirilmis

inkiibatorde kiiltiire alinmiglardir.
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2.2.3.1. Hiicre canliliginin belirlenmesi

Hiicre kiiltiir kaplarina (flask) ekimleri yapilan yapigskan (adherent) hiicre hatlar1 DU-
145, PC-3, A-549, CCC-221, MCF-7 ve BEAS-2B hiicreleri flask yiizeyini % 85
oraninda kapladiktan sonra tripsinizasyon islemine maruz birakilmislardir. Bu
amagcla flask icerisindeki besi ortami bosaltilip, flask yiizeyi PBS tamponu ile hafif
calkalayip dokiilerek iki defa yikama islemine tabi tutulmustur. Flask yiizeyinde
tutunmus halde bulunan hiicreleri kaldirmak amaciyla tripsin eklenerek tiim yiizeye
yayilmis ve 2-5 dakika 37°C’de %5 CO2’li ve % 98 nemli inkiibatorde inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi flask yiizeyinden ayrilan hiicrelerin {izerine besi
ortami eklenip ¢oOzdiiriilerek falkon tliplere alinmistir. Adherent olmayan K-562
hiicre hatt1 flask yiizeyine tutunmayip besi ortami icerisinde hareket halinde
bulundugundan dolay1 tripsinizasyon islemine tabi tutulmamis, dogrudan falkon tiipe
alinarak hiicrelerin toplanmast i¢in santrifijjlenmistir. Tiim hiicre hatlari1 20- 25 °C’de
800 rpm’de 6 dakika santrifiijlendikten sonra elde edilen pellet PBS ile iki defa
yikanmustir. 20- 25 °C’de 800 rpm’de 6 dakika santrifiijlendikten sonra pellet besi
ortami icerisinde ¢ozdiirlilerek tekrar siispansiyon haline getirilmistir. 50 pl hiicre
stispansiyonu, 50 ul trypan blue soliisyonuyla karistirilip, canli ve 6li hiicreler 151k
mikroskobu altinda hemositometre yardimiyla sayilmustir. Olii hiicreler, hiicre
zarinda meydana gelen hasardan dolayr mavi boyayr hiicre igine alip mavi

goriintiilenmigstir. Hiicre canlilig1 asagidaki formiile gére hesaplanmaistir.

Canli Hiicre Yiizdesi = [ canli hiicrelerin sayisi /toplam hiicre sayisi (canli+ 6lii)] x
100

2.2.3.2. Sitotoksisite deneyi

Hiicreler 2x10* hiicre /kuyu olacak sekilde, 96-kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinda her
kuyuya ilgili hiicre hattina ait 90 pl hiicre siispansiyonu eklenerek 16- 20 saat
37°C'de, %5 CO2’li ve %98 nemli inkiibatérde inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyon sonrasi aktif ve filtreden gecirilmis haldeki parasporal kristal protein
ornegi 10 pl olarak her bir kuyuya eklenmistir ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi sitopatik etki inverted mikroskobu altinda incelenmistir.

Sitotoksik aktivite miktart MTT deneyi ile belirlenmistir.
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2.2.3.3. MTT deneyi

Test edilen Bt suslarinin hiicre aktivasyonuna veya diger bir deyisle hiicre
boliinmesine yol agip agmadigit MTT yontemi ile incelenmistir. Bu yontem, sari

renkli suda ¢oziinebilir substratin [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromid] metabolik olarak aktif hiicrelerin mitokondriyal
enzimleri tarafindan suda ¢6ziinmeyen mor renkli formazan kristallerine
donlismesine dayanmaktadir. 24 saatlik inkiibasyon sonras1 96 kuyulu hiicre kiiltiirti
kaplarinda bulunan besi ortami bosaltilarak yerine 100 pl yeni besi ortami
eklenmistir. Adherent olmayan K-562 hiicrelerinin bulundugu hiicre kiiltiirii kaplar
bu hiicrelerin toplanmasi i¢in 20- 25 °C’de, 800 rpm’de, 6 dakik santtifiijlendikten
sonra eski besi ortami bosaltilarak yeni besi ortam1 eklenmistir. Ardindan MTT stok
soliisyonu (5mg/ml) her bir kuyuya 1:10 oraninda eklenmistir. 4 saat 37°C'de, %5
CO2’li ve %98 nemli inkiibatdrde inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonrasinda
100ul DMSO eklenmis ve 150 rpm'lik orbital ¢alkalayicida 5 dakika karigmast
saglanmistir. Optik densite (absorbans) 540nm'de (690nm referans dalga boyu)
mikro plaka okuyucu (ELISA reader ) ile belirlenmistir.

2.2.3.4. MTT deneylerinin degerlendirilmesi

Sitotoksisite deneylerinde, uygulamalar arasinda karsilastirma yapilmadan Once,
normalite ve varyans homojenitesini belirlemek i¢in her bir kanser hatt1 igin ayr1 ayri
sirastyla,  Shapiro-Wilk ve Bartlett testleri uygulanmistir. Veri setlerinin
parametrik bir teste uygun oldugu belirlendikten sonra, uygulamalar arasindaki
farklilik tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile sinanmistir. Uygulamalar
arast farklilik bulundugu durumlarda, ¢oklu Kkarsilastirmalar igin Tukey HSD
(Tukey’s honestly significant difference test) ve Dunnett testleri kullanilmistir.
Yapilan tiim istatistiksel analizlerde %95 giiven aralig1 kullanilmis ve 6nem degerleri
P = 0.05 anlamlilik derecesinde belirlenmistir. Analizlerin gerceklestirilmesinde

Statistica 7 programi kullanilmustir.
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3. BULGULAR VE IRDELEME

3.1. Bacillus thuringiensis Suslarimn cyt Gen I¢eriklerinin Belirlenmesi

Tez calismasinda koleksiyonumuzda bulunan 120 Bt izolati kullanilmistir. Bu
izolatlar 108T178 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda Aydin ili ve buraya bagh
dokuz ilgede bulunan incir bahgeleri ve incir depolarindan toplanan ve cry gen igerigi
bakimindan karakterize edilen izolatlardir. Bu izolatlarn 101’1 toprak, 19’u ise
meyve-yapraktan elde edilen izolatlardir (Cizelge 3.1°de kullanilan izolatlarin listesi

ve bu tez ¢alismasinda belirlenen cyt gen igerikleri verilmistir).

Pek ¢ok Bt plazmit denen ve biyilikligi 2-200 kb arasinda degisen
ekstrakromozomal elementler igerirler. Literatiirde, baz1 cry genlerinin
kromozomlarda tasindigr bilinmesine ragmen, c¢ogunlukla plazmitler iizerinde
tasindigr kaydedilmistir. Benzer sekilde cyt genlerinin de plazmitler tizerinde
tasindig1 bilinmektedir (Schnepf vd., 1998). Dolayisiyla, bu ¢alismada kullanilan tiim
izolatlarin plazmit izolasyonlar1 yapilarak cyt genlerinin PCR analizinde kalip DNA
olarak kullanilmistir Sekil 3.1°de de bazi izolatlardan elde edilen plazmit profilleri
gosterilmektedir. izolatlarin ¢ogunda onceki calismalarda da gosterildigi gibi
yaklasik 15 kb biiyiikliigiinde koyu bir DNA bandi elde edilmistir (Apaydmn vd.,
2005). Buna ek olarak bazi izolatlarin ilave plazmit bantlari igerdigi goérilmiistiir
(Sekil 3.1, siitun 2 ve siitun 6).
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10000bp
3000bp

1000bp

250bp

Sekil 3.1. Bazi izolatlarin plazmit DNA’larinin agaroz jel goriintiisii
M: Marker; 1. stitun: 29T, 2. siitun:30T, 3. siitun:31T, 4. stitun:32T, 5. siitun:36T, 6. siitun:3T,
7. stitun:33T
Bu calismada kullanilan Bt izolatlarimin cyt gen igerikleri evrensel cytl ve cyt2

primerleri (Cizelge2.1) kullanilarak PCR analizi ile belirlenmistir.

3.1.1. Bacillus thuringiensis izolatlarimin cytl analizi

cytl gen analizi yapildiginda Bt izolatlarinin higbirinde cytl geni belirlenememistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan Bacillus thuringiensis var israelensis’in 477-480 bg
biiyiikliigiinde beklenen uzunlukta DNA bandi icerdigi goriilmistiir (Sekil3.2, siitun
6). Ancak pozitif kontrol disinda diger izolatlarda cytl genine ait DNA bandi
goriilmemistir (Sekil 3.2).

SOObQ 480 bQ

250be

Sekil 3.2. Bazi izolatlarin cytl gen icerikleri
M: Marker, 1. siitun: 32T, 2. siitun: 33T, 3. situn: 36T, 4. siitun:71T, 5. siitun: 72T, 6. siitun: Pozitif
kontrol (Bacillus thuringiensis subsp. israelensis), 7. siitun: Negatif kontrol
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3.1.2. Bacillus thuringiensis izolatlarin cyt2 analizi

Cyt2 gen analizi yapildiginda Bt izolatlarinin 19°unda cyt2 geni belirlenmistir. PCR
tirtinleri % 1’lik agaroz jelde yiiriitiildiigiinde 355-356 bg biiyiikliigiinde beklenen
DNA bantlar goriilmiistiir (Sekil 3.3). Ayn1 sonuglar pozitif kontrol olarak kullanilan

Bacillus thuringiensis var. israelensis’de de goriilmistiir.

500bp

250bp

Sekil 3.3. Bazi Bt izolatlarinin cyt2 gen icerikleri
M: Marker, 1. siitun: 29T, 2. stitun:30T, 3. siitun:32T, 4. siitun; 31T, 5. siitun:36T, 6. siitun: 33T, 7.
stitun: 3T, 8. siitun: PK (Bacillus thuringiensis var israelensis)

Bu calismada kullanilan Bt izolatlarinin cyt igerikleri ve aym izolatlarin 6nceki
calismalarda belirlenen cry gen igerikleri ¢izelge 3.1°de verilmistir. Boylece Cry

protein igeren cyt genlerini icermeyen izolatlarin se¢imi gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Kullamlan Bt izolatlar1 ve kristal olusumu

Izolat cry gen cytgen  izolat crygen cytgen Izolat crygen cytgen

No icerigi icerigi No icerigi  igerigi No icerigi  icerigi
cryl,
1T cryl 36T cry2 cyt2 72T cryl
2T cryl 37T 73T cryl
cryl, cryl,
3T cry3 38T cry2 cyt2 74T cry2
cryl, cry2,
4T cry3, cry9 cyt2 39T cyt2 75T
cryl,
5T cryl, cry2 cyt2 40T cry9 77T
cryl, cry2,
6T cry9 41T cryl 79T
T cryl 42T cyt2 80T
8T cryl, cry2 cyt2 43T 81T
cryl, cryl,
oT cryl, cry2 cyt2 44T 106T cry2,
cry?2 cry3
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Cizelge 3.1. Kullanilan Bt izolatlar1 ve kristal olusumu @™

izolat cry gen cytgen  Izolat crygen cytgen Izolat crygen cytgen

No icerigi icerigi No icerigi  igerigi No icerigi  igerigi
cryl, cry2 cryl,
10T YL cIyz, 45T 107T  cry2,
cry9
cry3
cryl,
11T cryl, cry2 46T cry2, 1087 YL
cry2
cry4
cryl,
12T cryl 47T cryl 109T cry2
cryl,
13T cryl, cry2 48T cyt2 1117 cryl
cry9
14T 49T cry3 113T cryl
15T cyt2 50T cryl 114T
16T cyt2 51T 157 VL
cry2
17T 52T cryl 116T
18T cryl 53T 1177 cry2
cryl,
19T cryl, cry2 cyt2 54T cry9 118T
cryl,
20T cryl, cry2 55T cryl 119T cry2
21T cryl 56T 1201 YL
cryd
22T 57T 124T
37 evioz, 58T 1387 cryl
cry3
24T cryl, cry2 cyt2 59T 139T cryl
25T cyt2 60T cryl 140T cryl
cryl,
26T cryl 61T cry2 141T cryl
28T 63T cryl 142T
29T cry2 cyt2 64T cryl 143T
30T cyt2 65T cryl 144T
cryl,
31T cyt2 66T cryl 145T cry3
32T cyt2 67T cryl 146T
cryl,
sar  ‘vhovz 68T 1537 cry2,
cry9
cry3
cryl,
cry2,
34T cryl, cry2 69T crya, 169T cry3
cryd
35T 70T MY cryl
2MY cryl 3MY cryl 4MY cryl
SMY cryl 6MY cryl ™Y cryl
IMY cryl 10MY cryl 12MY cryl
13MY ey, cry? 1omy VL somy VL
cry?2 cry2
42MY  cryl, cry2 smy YL amy  OVL
cry?2 cry2
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Cizelge 3.1. Kullanilan Bt izolatlar1 ve kristal olusumu @™

crygen cytgen  izolat crygen cytgen izolat crygen cytgen

lzolatNo  “oorisi  icerigi  No  icerigi  icerigi  No  icerigi icerigi
cryl,
asmy YL 48MY  cry3, simy VL
cry2 cry2
cry4
Bt var Cry4A, cytl,
israelensis cry4B, cyt2
cryllA Y

Yapilan bu caligmada cytl geni i¢in tiim izolatlarda negatif sonug¢ elde edilirken,
izolatlarin yaklasik % 15’1 cyt2 geni icermektedir (gizelge 3.1). Literatiirde yapilan
calismalarda da benzer sonuglar bulunmaktadir. Ornegin, Bravo vd. (1998)
tarafindan Meksika Bt koleksiyonunun cry gen igeriklerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢alismada, 496 sus cry ve cyt gen igerikleri bakimindan taranmigtir. PCR
analizleri sonucunda en sik rastlanan genin % 49.5 (246 sus) bulunma orani ile cryl
oldugu belirlenmistir. ikinci siklikta bulunan gen ise % 21.7 bulunma oram ile
cry3’tir. Farkli cyt primerleri (gral-cyt) kullanilarak gergeklestirilen PCR analizleri
sonucunda tiim izolatlarin % 7,9’unda, yani yalnizca 38 susta cryll ve cyt genleri
birlikte bulunmustur. Bu suslarin bazilarimin Culex quinquefaciatus larvalarina karsi
toksik oldugu belirlenmistir. Buna ilave olarak, Arrieta vd. (2004) tarafindan Costa
Rica kahve agroekosistemlerinden izole edilen 105 Bt susu kullanilarak
gerceklestirilen PCR analizleri sonucunda; 82 susun cry2, 45 susun cryl, 29 susun
cry3- cry7, yalnizca bir susun cryll igerdigi belirlenirken cyt, cryS, cryl2 ve cryl4
genlerine ait hicbir PCR {iriinii elde edilememistir. Wu vd. (2008) Cin topraklarindan
elde edilen Bt izolatlarinin cyt gen igerikleri ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla yaptiklar1 c¢alismalarda 143 dogal susun % 6,9’un da yani 9 susta cyt
genlerine rastlanilmistir. Bu dokuz izolatin 7°si cytl ve cyt2 genlerini birlikte
bulundururken, diger iki sustan biri cytl digeri cyt2 genini icermektedir. Ayrica cyt
geni igeren izolatlardan dordii Bacillus thuringiensis var israelensis’e aittir.
Aboussaid vd. (2011) tarafindan Morocco argan topraklarindan izole edilen Bt
suslariin karakterizasyonu ve insektisidal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢alismada 58 dogal sus cry ve cyt gen icerikleri bakimindan taranmistir. PCR
analizleri sonucunda cry7/8'in % 25,53 oraninda en sik, cry9A’nin % 14,89,
cryll’in % 8,51 ve cry4 in % 4,25 gorildiigi belirlenirken, cyt genleri %2,12 olmak

tizere en az siklikta bulunan genler olarak belirlenmistir.
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3.2. Proteolitik islemler ve Toksin Aktivasyonu

Kristal proteinler pro-proteinler olup aktif hale gelebilmeleri i¢in gesitli enzimlerle
etkilesimleri gerekmektedir (Hofmann vd., 1988). Literatiirdeki calismalarda, &-
endotoksinlerin duyarli boceklerin barsaklarinda alkali kosullarda proteolitik
kesimler sonucunda aktive edildikleri gosterilmistir (Gill vd., 1992; Knowless, 1994).
Benzer sekilde insektisit olmayan kristal proteinlerin de aktive edilmesi igin
proteazlara ihtiyag oldugu belirlenmistir. Bazi insektisidal olmayan kristal
proteinlerin kanserli hiicreleri 6ldiirme yeteneginde oldugunun kanitlandigr Mizuki
ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan ¢alismada kristal proteinlerin aktive edilmesi
amaciyla proteinaz K (son konsantrasyon 10 pg/ml) kullanilmistir. Bununla birlikte,
alkali ortamda ¢6ziilen 6nciil proteinlerin tripsin, kimotripsin ve proteinaz K gibi
proteazlarla kesime ugratildiktan sonra aktive edildikleri ve hiicre hatlarina

uygulandiklar ¢alismalar da literatiirde mevcuttur (Mizuki vd., 2000).

Dolayisiyla bu ¢alismada Bt izolatlart arasinda cytl ve cyt2 geni igermeyen, daha
onceki c¢alismada (TUBITAK 107T178 no’lu proje) incir zararlilarina Kkarsi
biyoaktivite gdstermeyen izolatlardan elde edilen Cry toksinleri proteinaz K ve
tripsin gibi proteazlarla muamele edildi. Cesitli izolatlara ait saflastirilan parasporal
proteinler alkali ortamda ¢oziindiikten sonra, proteinaz K veya tripsin olmak iizere
iki farkli proteaz ile muamele edilmistir. Son konsantrasyonu 1mg/ml olan sekiz
farkli solubilize edilmis parasporal protein son konsantrasyonu 1mg/ml olan tripsin
veya 10 pg/ml olan proteinaz K’ya maruz birakilmigtir. Bu sekilde aktif hale
getirilen parasporal kristal proteinlerin {izerindeki etkileri incelenmistir. Tez
caligmasi igerisinde proteinaz K ile muamele edilmis parasporal proteinler kisaca PK,

tripsin ile muamele edilmis parasporal proteinler ise kisaca Tr ile gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Saflastirilan parasporal kristal proteinlerden 13MY izolatina ait SDS-PAGE profili.
1. siitun: Alkalide ¢oziilmemis, 2. siitun: Alkalide ¢6ziilmiis, 3. siitun: Alkalide ¢6ziilmiis tripsin
uygulanmis 4. siitun: Alkalide ¢6ziilmiis proteinaz K uygulanmis, 5. siitun: Alkalide ¢6ziilmis tripsin
uygulanmus, filtre edilmis, 6. siitun: Alkalide ¢dziilmiis proteinaz K uygulanmus, filtre edilmis

3.3. Aktive Edilmis Parasporal Proteinlerin Hiicre Cogalmasi Uzerindeki
Etkileri

Proteinaz K veya tripsin uygulanan proteinlerin hiicre ¢ogalmas: tizerindeki etkileri
alti farkli kanser hiicre hatti ve bir normal epitelyum hiicre hatti iizerinde
incelenmistir. Bu amagla 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilmistir. Her kuyucuga
2x10* hiicre iceren, 90ul hiicre slispansiyonu eklenmis ve 37°C’de, 16 saat, CO’li
inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her kuyucuga proteaz ile aktive
edilmis inkliizyon proteinlerinden 10ul (yaklasik 12pg) eklenmis ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi inkliizyon proteinlerin hiicre
cogalmasma etki edip etmedigi MTT kullanilarak belirlenmistir. MTT deneyleri
sonucunda olusan absorbans degerleri mikro plaka okuyucusu (ELISA reader ) ile
540 nm de elde edilmistir.

Proteinaz K veya tripsin ile muamele edilen bazi parasporal kristal proteinlerin
saglikli epitelyum hiicre hatti olan Beas-2B iizerindeki etkileri incelendiginde
uygulamalar arasinda istatistiksel olarak fark bulundugu goriilmistiir. Tripsin ile
muamele edilmis 23T ve 10T BEAS-2B hiicre hattinin ¢ogalmasin1 kontrole gore
anlaml bir sekilde arttirdig1 goriilmiistiir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Parasporal kristal proteinlerin Beas-2B hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisi
Parasporal proteinler tripsin (1 mg/ml) ve proteinaz K (10pg/ml) ile aktive edilmistir. Veriler li¢
tekrarlt olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

K562 (kronik miyeloid 16semi) hiicre hatt1 {izerine uygulanan proteinaz K ve tripsin
ile muamele edilmis parasporal kristal proteinleri K-562 hiicre hattina
uygulandiginda uygulamalar arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmustur.
Tripsin ile muamele edilmis 23T parasporal proteini hiicre ¢ogalmasini anlamli
olarak arttirmistir. Bunun disinda uygulanan diger parasporal proteinler hiicre
cogalmasini artigin1 ve azalisin1 kontrole gore anlamli olarak degistirmemistir (Sekil
3.6). Okumura vd. (2005) tarafindan gergeklestirilen Bacillus thuringiensis A1470
susundan parasporin-4’iin tanimlandigi ¢alismada proteinaz K (50pg/ml) ile aktive
edilen proparasporinin CACO-2, sawano, MOLT-4, TCS ve HL60 hiicrelerine kars1
hiicre gogalmasini azaltici etki gosterirken, K-562, Jurkat, NIH3T3, normal T, Hela,
UtSMC, HC, A549, MRC-5, Vero, COS-7 ve CHO hiicrelerine etki etmedigi
belirlenmistir. Hiicrelerin spesifikligi ve toksine duyarli ya da direngli hiicrelerin
karakteristik 6zellikleri bilinmemesine ragmen, tiimor dokularindan alinan hiicrelerin
normal dokulardan alinanlara gore proteine daha duyarli oldugu bilinmektedir

(Okumura vd., 2005).
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Sekil 3.6. Parasporal kristal proteinlerin K-562 hiicre hatti cogalmas iizerinde etkisi
Parasporal proteinler tripsin (1 mg/ml) ve proteinaz K (10ug/ml) ile aktive edilmistir. Veriler ii¢
tekrarl olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

CCC-221 (kolon kanseri) hiicre hatt1 {izerine uygulanan tripsin ve proteinaz K ile
muamele edilmis parasporal protein uygulamalar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmustur. CCC-221 hiicre ¢ogalmasinda, proteinaz K ile muamele edilmis 3T
parasporal protein uygulandiginda goriilen azalis ve proteinaz K ile muamele edilmis
10T uygulandiginda goriilen artis kontrole kiyasla anlamlidir (Sekil 3.7). Literatiirde
Katayama vd. (2005) tarafindan yapilan insan kanser hiicrelerine etki eden segici bir
protein olan parasporin-1’in, farkli bir kolon kanseri hiicre hatti olan Caco-2 (50
ug/ml tripsin ile kesime wugratilmig) hiicre biiylimesini azaltici yonde etki
gostermedigi belirlenmistir. Buna ek olarak Nagamatsu vd. (2010) Bacillus
thuringiensis M019 susundan elde edilen toksinlerden CP84’iin toksik aktivitesinin
arastirilmasinda kullanilan kanserli hiicre hatlarindan biri de Caco-2 hiicreleridir.
Caligmalar sonucunda toksin proteinin kolon kanseri hiicre hatt1 olan Caco-2’ye kars1
cok diisiik oranda etkili oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda, Okumura vd. (2005),
parasporin 4’{in Caco-2 hiicrelerine kars1 yiiksek oranda hiicre ¢ogalmasini azaltict

yonde etki ettigini gostermislerdir.
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Sekil 3.7. Parasporal proteinlerin CCC-221 hiicre hatti gogalmasi iizerine etKkisi
Parasporal proteinler tripsin (1 mg/ml) ve proteinaz K (10pg/ml) ile aktive edilmistir. Veriler li¢
tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

PC-3 (prostat kanseri) hiicreleri tizerine uygulanan tripsin ve proteinaz K ile
muamele edilmis parasporal Kristal proteinlerin etkileri arasinda istatistiksel bir fark
bulunmustur. Proteinaz K ile muamele edilmis 12T parasporal proteini PC-3
hiicrelerinin ¢oglamasini kontrole gore anlamli olarak azaltmistir. Ayrica proteinaz K
ile muamele edilmis 29T ve tripsin ile muamele edilmis 10T PC-3 hiicrelerinin

¢ogalmasini kontrole gore anlamli sekilde arttirmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Parasporal kristal proteinlerin PC-3 hiicre hatti cogalmasi iizerine etkisi
Parasporal proteinlerin tripsin (1 mg/ml) ve proteinaz K (10ug/ml) ile aktive edilmistir. Veriler ¢
tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

Proteinaz K ve tripsin ile muamele edilen parasporal proteinler DU-145 (prostat
kanserti) hiicrelerine uygulandiginda, tiim parasporal kristal protein uygulamalari
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmustur. DU-145 hiicrelerine tripsin ile
muamele edilmis 3T uygulandiginda hiicre ¢ogalmasinda goriilen azalis ve tripsin ile
muamele edilmis 10T uygulandiginda hiicre coglamsinda goriilen artis kontrole gore

anlamlidir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Parasporal kristal proteinlerin DU-145 hiicre hatti cogalmas iizerine etkisi
Parasporal proteinler tripsin (1 mg/ml) ve proteinaz K (10pg/ml) ile aktive edilmistir. Veriler li¢
tekrarlt olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

Proteinaz K ve tripsin ile muamele edilmis parasporal proteinler A-549 (akciger
kanseri) hiicreleri tizerine uygulandiginda, parasporal protein uygulamalar1 arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmustur. A-549 (akciger kanseri) hiicre hatti lizerine
uygulanan parasporal proteinlerin ¢ogunun degisik seviyelerde hiicre ¢ogalmasini
engelledigi tespit edilmistir. Proteinaz K ile muamele edilmis 11T, 12T, 23T, 29T,
2T, 35T ve 3T ; tripsin ile muamele edilmis 11T, 12T, 29T, 2T, 35T parasporal
proteinleri A-549 hiicrelerinin ¢ogalmasini kontrole gore anlamli olarak azaltmustir.
Hiicreler iizerine uygulanan diiger proteinler ise hiicre ¢ogalmasimi kontrole gore
anlamli bir sekilde degistirmemistir (Sekil 3.10). Ito vd. (2004) parasporin-2’nin
kesfedildigi ¢alismada Bacillus thuringiensis A1547susundan elde edilen inkliizyon
proteininin bazi hiicre hatlarina toksik etki gosteririken; A549, HelLa, TCS, MRC-5
ve HC hiicrelerinin ise toksin proteine karst direngli oldugu belirlenmistir. Katayama
vd. (2005) tarafindan yapilan parasporin-1’in saflastirilmasi ve karakterizasyonunu
kapsayan ¢alismada protein (50ug/ml ile muamele edilmis tripsin) HeLa, MOLT-4

ve HL60 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini yiiksek oranda azaltici etki gosterirken;
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UtSMC, HC, MRC-5, periferal kan hiicreleri ve A-549 hiicrelerine kars1 toksik etki
gostermemistir. Bu nedenle diger bakteriyel toksinlerde oldugu gibi parasporin-1’in
de toksisistesinin hedef duyarli hiicrelerde bulunan spesifik bir reseptor araciliiyla
gergeklestigi diisiintilmektedir. Dolayisiyla, bu ¢alismada A549 {izerinde etkili olan
11T ve 3T parasporal proteinlerinin parasporin-1 olmadigi sdylenebilir.
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Sekil 3.10. Parasporal kristal proteinlerin A549 hiicre hatt1 cogalmasi iizerine etkisi
Parasporal proteinler tripsin (1 mg/ml) ve proteinaz K (10pg/ml) ile aktive edilmistir. Veriler lig
tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

MCF-7 (meme kanseri) hiicre hatti iizerine uygulanan proteinaz K ve tripsin ile
muamele edilen parasporal proteinlerin hiicre ¢ogalmasi1 tizerindeki etkilerine
bakildiginda ise uygualamalar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. Ancak
bu farklilik uygulanan parasporal proteinlerin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Dunnett testi sonras1 uygulamalar arasinda kontrole gore anlamli bir fark olmadigi
belirlenmistir (Sekil 3.11). Wong vd. (2010) tarafindan Bt 18 toksininin baglanma
Ozelliklerinin incelendigi ¢alismada; toksin kullanilan 16semik hiicrelere kars1 yiiksek
oranda sitotoksik etki gdsterirken, meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7’ye kars1
etki etmemistir. Yapilan ¢alismada Bt 18 toksininin l6semik kanser hiicrelerine karsi

yilksek oranda baglanma afinitesi gosterdigi ayrilma katsayilar1 hesaplanarak
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belirlenmistir. MCF-7 hiicrelerinin inhibitér konsantrasyonu elde edilemediginden
ayrilma katsayisida belirlenememistir. Bu durum 16semik kanser hiicreleri ile meme
kanseri hiicre tiplerinin farklilig1 ile agiklanabilir. Losemik hiicrelerde Bt 18 toksini
icin spesifik baglanma bolgeleri bulunurken, tamamen farkli bir hiicre grubundan
olusan MCF-7 toksin i¢in baglanma bdlgesi bulundurmayabilir. Bu nedenle Bt 18
toksininin MCF-7 hiicrelerine etki etmemesi toksinin hiicrelere olan diistik afinitesi
ile aciklanabilir. Buna karsin, bu tez calismasinda kullanilan parasporal kristal
proteinler hiicre ¢ogalmasini engelleme konusunda K-562 hiicrelerine kiyasla MCF-7

hiicrelerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.11. Parasporal kristal proteinlerin MCF-7 hiicre hatt1 ¢ogalmasi iizerinde etkisi
Parasporal proteinler tripsin (1 mg/ml) ve proteinaz K (10pg/ml) ile aktive edilmistir. Veriler li¢
tekrarl olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.
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Tiim bu etkiler bir tablo tizerinde belirtilecek olursa;

Cizelge 3.2. Parasporal kristal proteinlerin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkileri

[zolatlar ~ BEAS-2B K-562 CCC-221 PC-3 DU-145 A-549 MCEF-7

Tr2T +1.08 +1.38 -1.53 +1.23 +1.35 -1.7 +1.16
PK 2T +1.03 -1.18 -1.34 -1.07 -1.25 -1.58 -1.19
Tr 11T +1.03 -1.08 -1.43 +1.35 +1.02 -2.19 +1.03
PK 11T +1.23 -1.18 -1.22 +1.04 -1.36 -1.78 +1.16
Tr 12T +1.26 -1.13 -1.48 -1.13 +1.04 -1.70 -1.03
PK12T +1.17 -1.13 -1.43 -1.6 -1.36 -1.74 -1.29
Tr 29T +1.17 -1.13 1 +1.04 +1.02 -1.51 +1.12
PK 29T +1.01 -1.23 +1.3 +1.42 -1.28 -1.94 -1.40
Tr3T -1.24 1 -1.04 -1.20 -1.50 -1.19 -1.03
PK 3T +1.07 +1.11 -2.04 -1.13 -1.25 -1.94 -1.29
Tr 10T +1.41 +1.11 -1.04 +1.50 +1.33 -1.04 -1.24
PK 10T +1.01 -1.08 +1.72 +1.19 -1.21 +1.15 +1.16
Tr 23T +1.17 1 -1.02 +1.04 -1.25 +1.17 +1.19
PK 23T -1.27 1 -1.38 -1.2 -1.36 -1.38 -1.47
Tr35T +1.12 -1.08 +1.20 -1.02 1 -1.28 -1.10
PK 35T -1.3 +1.03 +1.04 +1.28 -1.04 -1.37 -1.40

Rakamlar hiicre ¢gogalmasi degerlerinin kontrole oranini géstermektedir. (-): hiicre cogalmasinin
azalmast; (+): Hiicre ¢ogalmasinin artmasi

3.5.1. Parasporal proteinlerin doz etkisinin arastirilmasi

Proteinaz K veya tripsin ile aktive edilen parasporal proteinlerden 6zellikle hiicre
cogalmasii azaltict etki gosteren toksinlerin yedi farkli hiicre hattinda doz
denemeleri yapilmistir. Doz denemeleri i¢in toksinler Img/ml, 0, 1mg/ml, 0,01mg/ml
ve 0,00lmg/ml (son konsantrasyon) olmak tizere dort farkli konsantrasyonda
hazirlanarak bir 6nceki deneyde belirlenen ilgili parasporal proteine duyarli hiicre

hatlaria uygulanmaistir.

Daha onceki ¢alismada A-549 hiicre cogalmasinda azalmaya neden olan proteinaz K
uygulanmis 3T parasporal proteinleri dort farkli konsantrasyonda A-549 hiicrelerine
uygulanmistir. Proteinaz K uygulanmis 3T parasporal proteinleri A-549 hiicrelerine

uygulandiginda uygulanan konsantrasyonlar arasinda istatistiksel fark bulunmustur.
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Uygulanan proteinler kontrole gore absorbansi diislirmiis ve dolayisiyla A-549
hiicrelerinin  ¢ogalmasinida azaltmigtir. Hiicreler {izerine uygulanan farkli
konsantrasyonlardaki proteinaz K uygulanmis 3T parasporal proteinleri kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise aralarinda anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil

3.12).
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Sekil 3.12. A-549 hiicresi iizerinde PK 3Tparasporal proteininin 1, 0.1, 0.01, 0.001mg/ml
konsantrasyonlarmin etkisi. Proteinaz K 10 pg/ml olarak parasporal proteine uygulanmigtir. Veriler
ti¢ tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

CCC-221 hiicre yogunlugunda azalmaya neden oldugu bilinen proteinaz K ile
muamele edilmis 3T parasporal proteinleri dort farkli konsantrasyonda hiicreler
tizerine  uygulanmigtir.  CCC-221  hiicrelerine  uygulanan  dort  farkh
konsantrasyondaki proteinaz K ile muamele edilmis 3T parasporal proteinler
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmustur. Hiicreler iizerine uygulanan
parasporal proteinin farkli konsantrasyonlari kontrole goére hiicre c¢ogalmasini
azaltmistir. Parasporal proteinin farkli  konsantrasyonlar1 kendi arasinda
karsilagtirildiginda ise 0.1, 0.01 ve 0.001 mg/ml konsantrasyonlarinin CCC-221
hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltici etkilerinin arasinda anlamli bir fark yok iken, 1
mg/ml konsantrasyonundaki proteinaz K ile muamele edilmis 3T parasporal proteini

digerlerine gore daha etkili bulunmustur (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. CCC-221 hiicresi iizerinde PK 3T proteininin 1, 0.1, 0.01, 0.001mg/mi
konsantrasyonlarinin etkisi. Proteinaz K 10 pg/ml olarak parasporal proteinlere uygulanmustir.
Veriler {i¢ tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

DU-145 hiicre ¢ogalmasinda azalmaya neden oldugu bilinen proteinaz K ile
muamele edilmis 11T proteinin dort farkli konsantrasyonu hiicrelere uygulanmistir.
DU-145 hiicre hattina uygulanan proteinaz K ile muamele edilmis 11T parasporal
proteininin uygulanan farkli konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark
saptanmistir. Uygulanan farkli konsantrasyondaki 3T parasporal proteinlerinden 1 ve
0.1 mg/ml’ lik iki konsantrasyon hiicre ¢ogalmasini kontrole gore anlamli olarak
diistirmiis, diger iki konsantrasyon arasinda kontrole gore anlamli bir fark

bulunamamistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. DU-145 hiicresi iizerinde PK 11T parasporal proteininin 1, 0.1, 0.01, 0.001 mg/ml
konsantrasyonlarimin etkisi. Proteinaz K 10 pg/ml olarak parasporal proteine uygulanmistir. Veriler
ii¢ tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

MCF-7 hiicreleri iizerine c¢ok diisiik oranda etki ettigi bilinen proteinaz K ile
muamele edilmis 3T ve 23T proteinlerinin dort farkli konsantrasyonu hiicrelere
uygulanmistir hiicreler iizerine uygulanan dort konsantrasyon arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Yani, uygulanan paraporal proteinlerin
dozlar1 degistirilsede MCF-7 hiicre hattinin  ¢ogalmasina etki etmedikleri

goriilmiistiir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. MCF-7 hiicresi iizerinde PK 3T ve PK 23T parasporal proteinlerinin 1, 0.1, 0.01,
0.001mg/ml konsantrasyonlarinin etkisi. Proteinaz K 10 pg/ml olarak parasporal proteinlere
uygulanmistir. Veriler ii¢ tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.

Bunlara ilaveten, K562 iizerinde etkili oldugu goriilen son konsantrasyonu 1mg/ml
olan tripsin ile muamele edilen 26T ve 28T parasporal proteinlerinin daha yiiksek ve
diisiik konsantrasyonlarda etkinliginin belirlenmesi i¢in doz denemeleri yapilmistir.
Bunun igin parasporal kristal proteinler 2, 1 ve 0.5 mg/ml (son konsantrasyon) olmak
tizere ii¢ farkli konsantrasyonda ayarlanmig ve son konsantrasyonu lmg/ml olan

tripsin ile aktiflendikten sonra K562 hiicrelerine uygulanmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. K562 hiicresinde 26T ve 28T parasporal proteinlerinin 2, 1 ve 0, 5 mg/ml olmak
iizere ii¢ farkh konsantrasyona gore hiicre ¢cogalmasi iizerinde etkisi. Parasporal proteinler son
konsantrasyonu 1 mg/ml olan tripsin ile kesime ugratilmistir. Veriler iki tekrarh olarak yapilan
deneyin ortalama degeridir.

S6z konusu toksinler degisik konsantrasyonlarda K562 hiicrelerine uygulandiginda
en onemli degisiklik 28T toksininde ger¢eklesmis, 2 mg/ml olarak K562 hiicrelerine
uygulandiginda diger konsantrasyonlara gore daha etkili olmus ve hiicre ¢cogalmasin
kontrole gore 2 kat azaltmistir (Sekil 3.16). Hiicre ¢ogalmasi tizerine 1 ve 0.5 mg/ml
konsantrasyonlar: ise 2mg/ml’ye gére daha az oranda (kontrole gore sirasiyla; 1.63
ve 1.6 kat) hiicre boliinmesini azaltmistir. 26T parasporal proteininin 2, 1 ve 0.5

mg/ml’lik konsanrasyonlari kontrole gore sirasiyla 1.8, 1.75 ve 1.41 kat olmak iizere

hiicre ¢ogalmasinda azalmaya neden olmustur (Sekil 3.16).

Yukaridaki verilerden de anlasildigi gibi, toksinlerin aktiflestirilmesinde kullanilan
her iki proteaz da benzer sonuglar vermistir. Soyle ki; baz1 toksinlerin proteinaz K ile
daha etkili sonuglar verdigi goriiliirken, bazilarinin da tripsin ile muamele edildiginde
daha etkili oldugu saptanmistir. Bu durum tripsin ve proteinaz K’nin peptid zinciri
tizerinde etkilestigi bolgelerin farkli olmasindan ve etki spektrumundan kaynakli
olabilir. Tripsin peptidlerin lizin ve arjinin aminoasitlerinin karboksil ucunu
tantyarak kesime ugratir. Tripsinin birgok substratin ester ve amid baglarini hidroliz
ettigi bilinmektedir. Proteinaz K ise, alfa amino gruplariyla bloke edilmis alifatik ve
aromatik aminoasitlerin karboksil ucunu taniyarak kesime ugratir. Proteinaz K genis
spektrumlu aktivitesi nedeniyle tercih edilen bir proteazdir. Dolayisiyla, tez

calismasinda kullanilan izolatlardan elde edilen parasporal proteinlerin aminoasit
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dizilimi bilinmediginden bazilarinin tripsin, bazilarinin da proteinaz K ile muamele

edilmesi sonucunda etkili sonuglar alinmistir.

Literatiirde Parasporin-1 olarak yerini alan parasporinin kesfedildigi calismada,
proproteinin 81 kDa biiyiikliiglinde tek bir bilesenden meydana geldigi bulunmustur.
Alkali ortamda ¢oziilen 81 kDa’luk protein kanser hiicre hatlarina uygulandiginda
hicbir etki gostermemistir. 81 kDa’luk Onciil protein insektisidal proteinlerde oldugu
gibi proteazlarla kesime ugratildiginda farkli biiyiikliiklerde protein bantlar1 vermis
ve 16semik T hiicrelerine karsi toksik etki gostermistir. Proproteinin aktive edilmesi
i¢in tripsin (0.03, 0.3, 3, 30 mg/ml), kimotripsin (0.03, 0.3 , 3, 30 mg/ml) ve
proteinaz K (0.0003, 0.03, 0.03, 0.3 mg/ml) olmak {izere ii¢ proteazin 4 farkl
konsantrasyonu ile ayr1 ayr1 kesime ugratildiginda tripsin ve proteinaz K’nin benzer
protein profili verdigi ve kanserli hiicrelere sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.
Ancak en iyi sonu¢ 300 pg/ml tripsin uygulandiginda elde edilmistir. Onciil protein
kimotripsin ile muamele edildiginde tripsin ve proteinaz K’nin aksine farkli bir
protein profili goriilmiis ve sitotoksik etki gostermemistir (Mizuki vd., 2000). Bt
A1547 susundan elde edilen hedefe spesifik olarak bazi kolon ve akciger kanseri
hiicrelerine etki eden toksin protein, parasporin-2’nin belirlendigi ¢alismada; onciil
proteinin aktive edilmesi i¢in proteinaz K (10pg/ml) kullanilmistir. Bir¢ok ¢alismada
proteaz cesitlerinden proteinaz K kullanilmis olmakla birlikte, 10 pg/ml, 50pg/ml,
60ng/ml ve 100 ng/ml gibi farkli konsantrasyonlari tercih edilmistir.

Jung vd. (2007) tarfindan gerceklestirilen parasporin-1Aa2  (Cry31Aa2)’nin
kesfedildigi ¢alismada dort farkli konsantrasyonda (10, 1, 0.1 ve 0.001 mg/ml) tripsin
ve kimotripsipsin ile {i¢ farkli konsantrasyonda (100, 10 ve 1pg/ml) proteinaz K ile
ayr1 ayrt muamele edilen parasporal protein kimotripsin ve proteinaz K ile muamele
edildiginde sitotoksik aktivitite gostermemistir. Tripsin ile muamele edilen
parasporal protein ise ¢alismada kullanilan serviks kanser hiicreleri HeLa ve TCS,
l6semik T hiicreleri HL-60 ve Jurkat ile hepatosit kanser hiicreleri HepG2
hiicrelerine karst oldukga toksik etki gosterirken, normal T hiicreleri, normal
hepatosit hiicreleri HC, normal embriyonik akciger fibroblast hiicreleri MRC-5,
kolon kanser hiicresi Caco-2, akciger kanser hiicresi A-549 ve maymundan izole
edilen saglikli ve kanserli hiicrelere kars1 sitotoksik etki gostermedigi belirlenmistir
(Jung vd., 2007). Katayama vd. (2005) parasporin-1’in saflagtirilmast ve

karakterizasyonu ile ilgili yaptiklari ¢calismada proparasporin-1’in aktivasyonu igin
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alkali ortamda c¢oziindiikten sonra, degisik konsantrasyonlarda proteinaz K (0-1
mg/ml) ve tripsin (0-1 mg/ml) uygulanmistir. Bunun sonucunda 50 ug/ml ve
iistiindeki tripsin konsantrasyonlarinin hiicreler tizerinde en yiiksek sitotoksik etkiyi
gosterdigi belirlenmistir. Proteinaz K’nin genis substrat spesifikliginden dolay1
proparasporin-1’in daha fazla kesime ugramasina ve sitotoksisitesini kaybetmesine
neden oldugu distiniilmektedir. Parasporin-1’in sitotoksik mekanizmasinin
arastirildign Katayama vd. (2007) tarafindan yapilan calismada da yine tripsin
kullanilmistir. Nagamatsu vd. (2010)’da yapilan ¢alismada M019 susundan yeni bir
parasporin olan parasporin-6 elde edilmistir ve bu ¢alismada 0.2 mg/ml tripsin pro-
parasporinlerin aktivasyonu i¢in kullanilmistir. Malezya’dan elde edilmis olan Bt18
izolatinin trettigi 68 kDa biiyiikliigiindeki parasporal proteinin 1 mg/ml tripsin
aktivasyonundan sonra insan ve sigan eritrositlerine karst hemolitik olmayan,
ozellikle 16semik hiicrelere terdpatik ve diagnostik etkiler gosterdigi belirlenmistir

(Krishnan vd., 2010).

3.5.2. Proteaz konsantrasyonunun proteininin aktivitesi iizerinde etkisi

Literatiirde farkli konsantrasyonlardaki proteazlarin proprotein aktivasyonunu farkl
sekilde etkiledigine dair bilgilerin bulunmasit nedeniyle ¢alismamizda, proteaz
konsantrasyonunun proteininin aktivitesi iizerinde etkisi olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla 1 mg/ml ve 5 mg/ml (uygulanan tripsinin  son
konsantrasyonlar1) olmak {izere farkli iki konsantrasyonda tripsin enzimi 1mg/ml
yogunlugundaki parasporal proteinlere uygulanmistir. Diger bir deyisle, farkli
konsantrasyonlardaki tripsin ile muamele edilmis toksinlerin hiicre cogalmasi iizerine

etkileri asagidaki grafiklerde gosterilmistir.
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Sekil 3.17. 1ve 5 mg/ml tripsinle kesime ugratilan 19MY parasporal proteininin hiicre hatlar iizerindeki etkileri.
Veriler iki tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.
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Sekil 3.18. 1ve 5 mg/ml tripsinle kesime ugratilan 20MY parasporal proteininin hiicre hatlar1 iizerindeki etkileri
Veriler iki tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.
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Kontrole kiyasla 19MY parasporal proteinlerinin farkli tripsin konsantrasyonlari (1
mg/ml ve 5 mg/ml) ile aktive edildikten sonra, hiicre hatlarinin ¢ogalmasini
genellikle ya hi¢ degistirmedigi ya da arttirict etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil
3.17, 3.18). 20MY parasporal proteini ise DU-145, PC-3 ve CCC-221 hiicrelerinin
cogalmasii azaltict etki gosterirken; tripsin ile muamele edilmis olan 20MY
parasporal proteini Smg/ml konsantrasyonunda, 1mg/ml uygulamasina gore daha

etkili bulunmustur.

Tripsin ve proteinaz K konsantrasyonu arttririlarak tekrar hiicrelere denenmistir.

Tripsin 10 mg/ml, proteinaz K 350 ng/ml olarak denenmistir.

56



48 MY

B1mg/ml Tr = 10mg/ml Tr 350 pg/ml PK

1,6

Absorbans (540 nm)

Kontrol K-562 Kontrol DU -145 Kontrol PC-3 Kontrol CCC-221 Kontrol A-549 Kontrol BEAS-
2B

Hiicre hatlan

Sekil 3.19. 48MY parasporal proteininin hiicre hatlari iizerindeki etkileri
Toksin 1mg/ml tripsin, 10 mg/ml tripsin ve 350 pg/ml proteinaz K ile kesime ugratilmistir. Veriler iki tekrarl olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.
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6T

E1mg/ml Tr ® 10mg/mlTr K350 pg/ml PK

Absorbans (540 nm)

Kontrol K-562 Kontrol DU - 145 Kontrol PC-3 Kontrol CCC- Kontrol A-549 Kontrol BEAS
221 2B

Hiicre hatlan

Sekil 3.20. 6T parasporal proteininin hiicre hatlari iizerindeki etkileri
Toksin 1 mg/ml tripsin, 10 mg/ml tripsin ve 350 pg/ml proteinaz K ile kesime ugratilmigtir. Veriler iki tekrarli olarak yapilan deneyin ortalama degeridir.
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Arttirilan enzim konsantrasyonlari (10 mg/ml tripsin ve 350 pg/ml proteinaz K) 6T
ve 48MY parasporal proteinlerinde tiim hiicrelerde hiicre g¢ogalmasini engelleyici
etki gostermistir. Ancak saglikli epitelyum hiicrelerinin de (Beas- 2B) hiicre
¢ogalmasimi engelleyici etki gostermistir (Sekil 3.19, 3.20, 3.21, 3.22). Arttirilan
enzim konsantrasyonunun bes farkli kanser hiicre hatt1 (K-562, CCC-221, PC-3, DU-
145 ve A-549) ve bir saglikll hiicre hatt1 (Beas-2B) tizerindeki etkisi asagida verilen
tabloda gosterilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Farkh proteaz konsantrasyonlar1 uygulanan parasporal proteinlerin hiicre
biiyiimesi iizerinde etkileri

izolatlar BEAS-2B K-562  CCC-221 PC-3 DU-145 A-549
72T 1mg/ml Tr +1,22 +1,11 +1,07 +1,72 +1,58 +1,15
72T 5mg/ml Tr +1,25 +1,01 +1,01 +1,36 +1,61 +1,08
116T Img/ml Tr +1,34 +1,13 +1,32 +1,63 +1,81 +1,32
116T 5mg/ml Tr +1,21 1 +1,23 +1,38 +1,47 +1,16
48 MY 1 mg/ml +1,14 -1,6 +1,43 +1,3 +1,34 +1,11
48MY 10mg/ml Tr -1,56 -1,01 -1,39 -1,52 -1,23 -1,46
48MY 350ug/ml PK -2,58 -1,16 -1,8 -1,62 -2,04 -2,19
6T Img/ml Tr -1,06 1 +1,05 -1,01 -1,2 +1,05
6T 10mg/ml Tr -1,77 -1,01 -1,36 -1,39 -1,42 -1,46
6T 350ug/ml PK -1,65 -1,07 -1,09 -1,19 -1,03 -1,21
21T 1mg/ml Tr +1,09 -1,01 +1,05 +1,01 -1,2 +1,09
21T 10mg/ml Tr -1,05 -1,01 -1,09 -1,06 -1,17 -1,38
21T 350ug/ml PK -1,16 -1,05 +1,05 +1,11 +1,58 -1,21

Rakamlar hiicre ¢ogalmasi degerlerinin kontrole oranini géstermektedir. (-): hiicre cogalmasinin
azalmast; (+): Hiicre ¢ogalmasinin artmasi

Tez c¢aligmalar1 boyunca kullanilan ve grafikleri tez igerisinde yer almayan diger
izolatlara ait parasporal proteinlerin hiicre hatlarina uygulanmasi ile elde edilen

sonuglar Cizelge 3.4° de belirtilmistir.

Cizelge 3.4. Tez calismasinda kullanilan tiim izolatlarin hiicre biiyiimesi iizerinde etkisi.

izolatlar BEAS-2B K-562  CCC-221 PC-3 DU-145 A-549
1IMY 1Img/ml Tr +1,01 +1,03 -1,07 +1,12 -1,16 -1,02
2MY 1mg/ml Tr 1 +1,59 -1,25 +1,01 -1,04 +1,08
3MY 1mg/ml Tr +1,05 +1,03 +1,17 +1,18 +1,94 -1,02
5MY 1mg/ml Tr -1,01 -1,07 -1,1 +1,73 +1,01 +1,11
6MY 1mg/ml Tr +1,13 -1,09 -1,12 1 +1,21 -1,2
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Cizelge 3.4. Tez cahsmasinda kullanilan tiim izolatlarn hiicre biiyiimesi iizerinde etkisi®"*™

izolatlar BEAS-2B K-562 CCC-221 PC-3 DU-145 A-549
7MY 1mg/ml Tr +1,15 -1,01 -1,14 -1,12 +1,07 +1,05
10MY 1mg/ml Tr 1,07 -1,11 -1,37 -1,14 -1,13 -1,22
13MY 1mg/ml Tr +1,29 -1,21 +1,43 +1,81 +1,08 +1,13
19MY 1mg/ml Tr +1,38 +1,03 -1,03 +1,12 +1,05 +1,11
20MY 1mg/ml Tr -1,16 -1,03 -1,41 -1,12 -1,07 +1,13
43MY 1mg/ml Tr -1,06 -1,21 +1,34 +1,84 +1,41 +1,05
44MY 1mg/ml Tr +1,09 -1,07 +1,34 +2,05 +1,79 +1,05
45MY 1mg/ml Tr -1,01 -1,93 +1,41 +1,37 +1,47 -1,07
48MY 1mg/ml Tr +1,14 -1,6 +1,43 +1,3 +1,34 +1,11
6T Img/ml Tr -1,06 1 +1,05 -1,01 -1,2 +1,05
7T Img/ml Tr -1,1 +1,03 -1,05 -1,07 1 +1,1
13T Img/ml Tr -1,18 +1,01 +1,03 -1,07 -1,16 +1,27
21T Img/ml Tr +1,09 -1,01 +1,05 +1,01 -1,2 +1,09
22T 1mg/ml Tr +1,12 +1,01 +1,72 +1,47 +1,86 +1,33
26T 1mg/ml Tr +1,43 -1,3 +1,45 +1,49 +1,63 +1,6
28T 1mg/ml Tr +1,07 -1,43 +1,07 +2,03 +1,79 +1,35
72T Img/ml Tr +1,22 +1,11 +1,07 +1,72 +1,58 +1,15
73T Img/ml Tr +1,09 +1,11 +1,11 +1,45 +1,5 +1,31
106T 1mg/ml Tr +1,01 -1,01 -1,16 -1,04 -1,13 +1,01
16T 1mg/ml Tr +1,34 +1,13 +1,32 +1,63 +1,81 +1,32
153T Img/ml Tr +1,19 +1,07 +1,1 +1,28 +1,42 +1,01
81T 1mg/ml Tr +1,16 -1,06 -1,27 +1,16 -1,21 +1,12
IMY 10pg/ml PK +1,01 +1,04 -1,16 +1,03 -1,14 -1,04
2MY 10ug/ml PK +1,16 -1,1 -1,25 +1,3 +1,1 +1,15
3MY 10pg/ml PK +1,11 -1,06 -1,47 +1,06 1 -1,1
5MY 10pg/ml PK +1,08 -1,01 -1,21 -1,01 -1,14 -1,08
6MY 10pg/ml PK +1,06 -1,04 -1,27 -1,01 +1,01 -1,24
TMY 10pg/ml PK +1,1 -1,18 -1,23 +1,08 -1,07 +1,15
10MY 10pg/ml PK +1,16 +1,03 +1,03 +1,23 -1,01 +1,16
13MY 10pg/ml PK +1,03 1 -1,02 -1,1 -1,22 +1,06
42MY 10pg/ml PK +1,11 +1,06 +1,07 +1,23 +1,01 +1,1
34T 10pg/ml PK +1,09 +1,03 +1,01 -1,1 -1,07 -1,04
43T 10pg/ml PK +1,11 +1,08 +1,1 +1,14 +1,43 +1,22
54T 10pg/ml PK -1,03 +1,01 -1,12 -1,16 -1,22 +1,01
58T 10pg/ml PK +1,27 +1,05 -1,16 -1,08 +1,04 +1,29
59T 10pg/ml PK +1,18 +1,28 1 +1,03 -1,07 -1,01
73T 10pg/ml PK +1,5 +1,64 +1,25 +1,27 +1,48 +1,8
106T 10ug/ml PK -1,16 +1,08 +1,07 -1,03 -1,24 -1,13

60



Cizelge 3.4. Tez cahsmasinda kullanilan tiim izolatlarin hiicre biiyiimesi iizerinde etkisi®"*™

izolatlar BEAS-2B  K-562 CCC-221 PC-3  DU-145  A-549
153T 10pg/ml PK +1,06 +1,25 +1,01 +1,05 -1,09 -1,09
1T 350pg/ml PK +1,18 +1,05 +1,01 +1,1 -1,06 -1,09
2T 350pg/ml PK +1,35 -1,14 +1,02 +1,03 -1,17 +1,01
7T 350pg/ml PK 1 +1,11 -1,28 -1,32 -1,08 -1,25
12T 350ug/ml PK -1,62 +1,14 -1,38 -1,25 -1,24 -1,3
13T 350pg/ml PK +1,66 +1,03 1 1 +1,11 -1,04
14T 350pg/ml PK +1,19 +1,28 +1,25 +1,02 +1,17 +1,31
20T 350pg/ml PK +1,32 +1,01 +1,32 +1,18 -1,01 +1,17
22T 350pg/ml PK 1,14 +1,05 -1,19 -1,14 -1,65 -1,09
26T 350pg/ml PK -1,24 -1,16 -1,29 -1,26 -1,81 -1,23
28T 350pug/ml PK 1,21 -1,78 -1,24 -1,29 -1,81 -1,07
37T 350pg/ml PK +1,71 -1,09 -1,04 +1,23 1 +1,02
41T 350pg/ml PK +1,03 -1,07 1,2 +1,05 1 -1,08
61T 350pg/ml PK +1,69 +1,42 +1,14 +1,29 +1,28 -1,04
AMY 350pug/ml PK 1 -1,05 -1,23 -1,19 -1,19 -1,15
9MY 350pg/ml PK +1,6 +1,58 +1,01 +1,29 +1,58 -1,06
13MY 350pg/ml PK -1,03 -1,05 -1,23 1,3 -1,26 -1,15
42MY 350pg/ml PK 1 +1,36 1,3 -1,28 1,14 1,1
43MY 350pg/ml PK 1,21 +1,15 -1,46 -1,41 -1,58 -1,18
44MY 350pg/ml PK 1 +1,29 -1,13 -1,28 -1,24 1
51MY 350pug/ml PK +1,09 +1,11 -1,01 -1,13 1,12 +1,07

Rakamlar hiicre cogalmasi degerlerinin kontrole oranini gostermektedir. (-): hiicre ¢ogalmasinin
azalmast; (+): Hiicre cogalmasinin artmasi

Hiicre hatlar1 {izerine uygulanan parasporal kristal proteinlerin etkisi hiicre
cogalmasinin kontrole orani ile degerlendirilmistir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda
da benzer sekilde uygulamalar mevcuttur. Ito vd. (2004) tarafindan yapilan
caligmada; Bt A1547 susuna ait parasporal proteini kodlayan gen, klonlama
calismalar1 ile E. coli’ ye aktarilmis ve toksin protein rekombinant olarak elde
edilmistir. Rekombinant toksin protein 10 pg/ml konsantrasyonunda HepG2
hiicrelerine uygulanmis ve hiicre c¢ogalmasini kontrole gore 5 kat azalttig
goriilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan parasporal proteinlerden en
etkili olan proteinaz K ile muamele edilmis 3T A-549 hiicre ¢ogalmasini kontrole
gore 2.19 kat azaltmistir. Bu calismada Bt susundan elde edilen kristal karisimi
hiicreler ilizerine uygulanmistir. Dolayistyla, hiicrelerin ¢ogalmasi iizerine etkisi

rekombinant tiretilen paraporal proteine oranla daha diistiktiir. Benzer sekilde Mizuki
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vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada Bt 84-HS-1-11susuna ait ve rekombinant
olarak elde edilen parasporal kristal proteinlerin MOLT-4 hiicrelerine etkilerine
bakilmistir. MOLT-4 hiicrelerilizerinde ECsg degerlerine bakildiginda; dogal sustan
elde edilen kristal proteinin ECsy degeri 36.6 ug/ml iken, rekombinant Kristal
proteinin 16.4 pg/ml oldugu goriilmiistiir. Diger bir deyisle, rekombinant kristal
proteinin dogal proteinden 2 kat daha etkili oldugu bulunmustur.

3.5.3. Parasporal proteinlerin sitotoksik etkisinin inverted mikroskobu ile

incelenmesi

Yapilan caligmalar sonucunda kanser hiicre hatlar1 tizerinde hiicre ¢ogalmasini
azaltan parasporal proteinlerin etkisi bir inverted mikroskop kullanilarak
belirlenmistir. Bu amagla hiicre hatlar1 2x10* konsantrasyonda 24 kuyulu hiicre
kiiltiirii kaplarinda 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresince hiicrelerin flask
yiizeyine yapigsmasi saglanmistir. 24 saat sonunda hiicre hatlar1 inverted mikroskop
(40x) altinda incelenmistir. Daha sonra, ilgili parasporal proteinler hiicrelerin iizerine
eklenmis ve 24 saat inkiibasyonun ardindan parasporal proteinlerin kanser hiicre

hatlar1 lizerindeki etkisi inverted mikroskop ile incelenmistir.

A-549 hiicre hatt1 lizerinde hiicre ¢ogalmasini azaltic1 yonde etki gosterdigi bilinen
10 pg/ml PK ile muamele edilmis 3T, 11T ve 1 mg/ml Tr ile muamele edilmis 11T
parasporal proteinlerinin etkisi inverted mikroskop (40x) ile incelenmistir. Cyt
proteini igerdiginden dolayr hemolitik oldugu bilinen Bacillus thuringiensis var
israelensis kontrol olarak kullanilmis ve hiicre ¢ogalmasini azalttigi mikroskop
altinda yapilan incelemelerle de gosterilmistir (Sekil 3.21 E ve F). Ayrica her iki
proteazla benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir. incelemeler sonucunda 3T parasporal
proteininin A-549 hiicrelerinin gogalmasini azalttigi ve hiicrelerin balon seklini aldigi
ve ¢ekirdeklerinin kayboldugu goriilmiistiir (Sekil 3.21 A). Tripsin ve proteinaz K ile
ayrt ayrt muamale edilmis 11T parasporal proteininin iki formunun da benzer etki
gostererek A-549 hiicrelerinin ¢ogalmasini azalttigi ve hiicrelerin balonlagsmasina
neden oldugu gorilmiistir (Sekil 3.21 A ve B). Bacillus thuringiensis var
israelensis ‘de ise sitopati; hiicrelerin balonlagmasi ile degil, siddetli hiicre lizisleri ile

karakterize edilir (Sekil 3.21 E ve F).
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Sekil 3.21. Baz1 parasporal proteinlerin A549 hiicrelerine etkisi
A: Toksin uygulanmamus, B: 3T (10 pg/ml PK), C: 11T (10 pg/ml PK),, D: 11T (1 mg/ml Tr), E: Bt
israelensis (10 pg/ml PK), F: Bt israelensis (1 mg/ml Tr), Goriintiiler inverted mikroskobu ile 40x
objektifle ¢ekilmistir.

DU-145 hiicre hatt: lizerinde etkili oldugu bilinen 22T (350 pg/ml PK ile muamele
edilmis) ve 3T (Img/ml Tr ile muamele edilmis) parasporal proteinlerinin hiicreler
tizerine etkisi inverted mikroskop altinda (40x) incelenmistir. Kontrol olarak Bacillus
thuringiensis var israelensis kontrol olarak kullanilmis ve hiicre ¢ogalmasi siddetli
hiicre lizisleri ile azalttig1 mikroskop altinda yapilan incelemelerle de gosterilmistir
(Sekil 3.22 D ve E). 22T ve 3T parasporal proteinlerinin DU-145 hiicrelerinin
cogalmasii azalttiklarii ve hiicrelerin balonlasip patlamalarina neden olduklar

diistintilmektedir (Sekil 3.22B ve C)
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Sekil 3.22. Baz1 parasporal proteinlerin DU-145 hiicrelerine etkisi
A: Toksin uygulanmamus, B: 3T (1 mg/ml Tr), C: 22T (350 pg/ml PK), D: Bt israelensis (10 pg/ml
PK), E: Bt israelensis (1 mg/ml Tr), Goriintiiler inverted mikroskobu ile 40x objektifle ¢ekilmistir.

Inverted mikroskobu kullanilarak gergeklestirilen incelemeler sonucunda etkili
kanser hiicre hatlarina kars1 hiicre gogalmasini azaltic1 yonde etki gosteren parasporal
proteinlerin genellikle hiicrelerin siserek patlamasina yol actigi ve dolayisiyla

hiicrelerin 6liimiine neden oldugu diisiinilmektedir.
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4.SONUC VE ONERILER

Bt gram (+), fakiiltatif anaerob ve spor olusturan bir bakteridir. Sporulasyon sirasinda
insektisidal kristal proteinleri (ICP)’leri olusturur. Insektisidal kristal proteinler
hedefe spesifik olarak etki ederek yalnizca belirli bocek tiirlerine etki gosterirken;
insan, hayvan ve diger omurgalilara karsi toksik etki gostermemektedir. Bundan
dolay1 tarimsal zararlilarda miicadelede uzun yillardir kullanilmaktadir. Insektisidal
kristal proteinler Cry (kristal) ve Cyt (sitolitik) proteinlerinden olusmaktadirlar. Bt
dogada genis bir dagilima sahip olup; insektisidal olmayan Bt suslarinin insektisit
olanlara gore daha yaygin bulundugu bilinmektedir. Buradan yola ¢ikilarak Bt’nin
insektisit aktivitesinin diginda yeni 6zellikler aranmig ve ¢alismalar sonucunda yeni
bir protein simifi olan parasporin ortaya cikarilmistir. Parasporinler, insektisidal
olmayan Bt izolatlarindan elde edilen, sitolitik dzellikte oldugu i¢in Cyt proteinlerini
icermeyen ve ayricalikli olarak kanser hiicrelerine hedefe spesifik olarak etki eden

insektisidal olmayan kristal proteinlerdir.

Insektisidal olmayan Bt’ler dogada genis bir dagilim gosterdiginden dolayr yeni
parasporinlerin bulunabilme olanag: yiiksektir. Bu amacla tez c¢alismamizda
koleksiyonumuzda bulunan Aydin ve gevresindeki incir alanlarindan toplanmig olan
101’1 toprak, 19’u meyve-yapraktan izole edilmis olan toplam 120 izolat kullanilmis
ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Parasporal proteinler igerisinde hemolitik
aktivitesinden dolay: tiim hiicrelerde sitolitik etkiye neden olan cyt proteinlerinin
bulunmamasi gerekmektedir. Bu nedenle calismamizin ilk basamaginda izolatlarin
plazmit DNA’larinin izolasyonunun ardindan, cytl ve cyt2 olmak iizere iki primer
kullanilarak PCR analizleri ile cyt geni igermeyen izolatlar belirlenmistir. 101 toprak
izolatinin 19’u cyt2 geni igerdigi belirlenirken, meyve-yaprak izolatlarinda cyt genine
rastlanilmamistir. Baska bir deyisle tiim izolatlarin % 15.8’1 cyt2 geni tasirken,
izolatlarin  higbirinde cytl geni saptanmamistir. Calismanin daha sonraki

asamalarinda cyt geni igeren izolatlar kullanilmamustir.

Bir sonraki agamada ise insektisidal olmayan kristal proteinler de insektisidal olanlar

gibi alkali kosullarda ve proteazlarla kesime ugradiktan sonra aktif hale geldikleri
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icin parasporal protein ektraksiyonundan sonra bu basamaklar gerceklestirilmistir.
Tripsin (son konsantrasyon 1, 5, 10 mg/ml) ve proteinaz K (son konsantrasyon 10 ve
350 pg/ml) aktivasyon igleminde farkli konsantrasyonlarda kullanilmistir. Aktiflenen
parasporal proteinler K562 (kronik miyeloid 16semi), CCC-221 (kolon kanseri), PC-3
(prostat kanseri), DU-145 (prostat kanseri), A549 (akciger kanseri) ve MCF-7 (meme
kanseri) olmak tizere alt1 farkli kanser hiicre hattina ve bir saglikli epitelyum hiicreye

(BEAS-2B) uygulanmustir.

Bu tez caligmast kapsaminda amacimiz elimizde bulunan tiim izolatlarin antikanser
aktivitesini taramak oldugundan dolay1 rastgele secgilen izolatlara ait parasporal
proteinler hiicre hatlar1 lizerine uygulanmistir. Calismalar sirasinda cry gen igerip cyt
geni icermeyen izolatlar kullanilmigtir. Bu izolatlardan elde edilen parasporal
proteinler tripsin ve/veya proteinaz K ile ¢oziindiikten sonra hiicrelere uygulanmis ve

etkilerine bakilmistir.

Deneyler sonucunda her iki enzim aktivasyonununda parasporal proteinlerin hiicre
cogalmasinda benzer sonuglar verdigi; ancak bazi durumlarda izolat tipine ve
kullanilan hiicre hattina bagli olarak her iki enzimden birinin daha etkili oldugu
gosterilmistir. Ornegin 1mg/ml Tr ile muamele edilen 10T izolatina ait parasporal
protein BEAS-2B hiicre ¢ogalmasini kontrole gore anlamli olarak arttirken; 10pug/ml
proteinaz K uygulanan 10T parasporal proteini ise BEAS-2B hiicre ¢ogalmasini

kontrole gore anlamli olarak etki etmemistir.

Ayrica proteinaz K’nin artan konsantrasyonlarinin (350pg/ml) genellikle hiicre
¢ogalmasini azalttigi ancak bununla birlikte saglikli epitelyum hiicrelerinde de
cogalmasini azalttigi kaydedilmistir. 48MY, 6T ve 21T parasporal proteinleri 350
ug/ml proteinaz K ile aktive edildiginde BEAS-2B hiicre ¢ogalmasini kontrole gore
sirastyla; 2.58, 1.65 ve 1.16 kat azaltmistir. Tripsin de 10 mg/ml olarak proteinlere
uygulandiginda benzer sekilde tiim hiicrelerin ¢ogalmasini azaltict yonde etki
gostermistir (Cizelge 3.3). Tripsinin 1 ve 5 mg/ml’lik diger iki konsantrasyonu

birbirlerine benzer etkiler gostermislerdir (Cizelge 3.3).

Hiicre hatlarina uygulanan parasporal proteinlerin hiicre tipine bagli olarak hiicre
cogalmasimi arttirdigl, azalttigi ya da etki etmedigi goriilmiistiir. Genellikle ytliksek
proteinaz K (350ug/ml) ve tripsin (10mg/ml) konsantrasyonunda aktive edilen

parasporal proteinler BEAS-2B hiicre ¢ogalmasinin azalmasima neden olmustur.
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Bunun aksine 1 ve 5 mg/ml tripsin ile 10pg/ml proteinaz K uygulandiginda BEAS-

2B hiicre ¢cogalmasinin genellikle arttig1 belirlenmistir.

K-562 hiicre ¢ogalmasint en fazla azaltan 350 pg/ml proteinaz K ile muamele
edilmis 28T parasporal proteini olup hiicre ¢ogalmasini kontrole gore 1.78 kat

azaltmistir. K-562 literatiirdeki ¢alismalarda genellkle etkili bulunmamustir.

CCC-221 hiicrelerinin ¢ogalmasini en fazla azaltan 10pug/ml proteinaz K ile aktive
edilmis 3T parasporal proteini hiicre cogalmasini kontrole gore 2.04 kat azaltmistir.
Literatiirde kolon kanseri hiicre hatt1 olarak genellikle CACO-2 kullanilmis ve bazi

parasporal proteinlerin bu hiicre hattina iizerine etkili oldugu bildirilmistir.

DU-145 hiicre hattina uygulanan en etkili protein kontrole gore hiicre ¢ogalmasini
1.86 kat azaltan 1mg/ml tripsin ile muamele edilmis olan 22T parasporal proteinidir.
Prostat kanseri hiicreleri olan PC-3 ve DU-145 hiicrelerine 6nemli derecede etki eden
bir parasporal protein belirlenememistir. Literatiirde yer alan c¢aligmalarda prostat

kanseri hiicreleri ile ilgili uygulamalar bulunmamaktadir.

Akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 genellikle parasporal proteinlerin en fazla etki
gosterdigi hiicre hatt1 olmustur. Hiicre cogalmasini en fazla azaltan protein 1 mg/ml
tripsin ile ¢Ozllmiis olan 11T parasporal proteini olup kontrole gore hiicre
cogalmasini 2.19 kat azaltmigtir. Meme kanseri hiicre hattt olan MCF-7 iizerine sekiz
proteinin 10pg/ml proteinaz K ve 1 mg/ml tripsin konsantrasyonlari ayri ayri
denenmis ve belirgin bir sonu¢ elde edilemedigi i¢in calismalarin devaminda
kullanilmamistir. Bu hiicre hatt1 literatiirde yapilan ¢alismalarda da etkili

bulunmamastir.

A549 ve DU-145 hiicrelerin ¢ogalmasini azaltan 3T, 11T ve 22T paraporal
proteinlerinin hiicreler iizerindeki etkisi inverted mikroskop ile incelenmistir.
Incelemeler sonucunda Bacillus thuringiensis var israelensis’in Cyt protein
icermesinden dolay1 tiim hiicrelerde ayni etkiyi gostererek dlmelerine neden olmustur.
Hem proteinaz K hem de tripsin ile muamele edildiginde benzer sonuglar
gbzlenmistir. Incelenen diger parasporal proteinlerinde ilgili kanser hiicreleri
izerinde hiicrelerin balonlasarak, patlamasina ve dolayisiyla Glmelerine neden

oldugu diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, bazi parasporal proteinlerin kanser hiicre hatlarinin ¢ogalmasini

azaltmas1 yoniindeki etkilerinin hiicre tipine gore farklilik gosterdigi ve bu etkinin
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kontrole gore 1.0 ile 2.19 kat arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu baglamda en
etkili parasporal protein iireten Bt susunun 3T, 22T ve 11T oldugu ve CCC-221, DU-
145 ve A-549 hiicre hatlar1 iizerinde hiicre ¢ogalmasini sirasiyla 2.04, 1.86 ve 2.19
kat azalttigi bulunmustur. Buna karsin, bazi Bt suslarindan elde edilen parasporal
proteinlerin ise bazi hiicre hatlarinda hiicre g¢ogalmasini arttirict yonde etkiler
sagladigr goriilmiistiir. Ayrica, parasporal proteinlerin aktivasyonu konusunda
tripsine kiyasla proteinaz K’nin daha etkili oldugu kaydedilmistir. Ancak proteinaz
K’nmn etkili oldugu konsantrasyonlarda saglikli epitelyum hiicresi olan Beas-2B

hiicrelerinin ¢oglamasinda azalma meydana geldigi goriilmiistiir.

Gelecek calismalarda, kanser hiicre ¢ogalmasini azaltici etki gosteren parasporal
proteinlerin “anti-kanser” ila¢ adaylar1 arasina girebilmesi i¢in detayli biyokimyasal
karakterizasyonlarina ve hiicre c¢ogalmasin1 nasil azalttigint belirleyen etki
mekanizmalarinin arstirilmasina ihtiyag vardir. Belirli hiicre hatlarinda etkili olan
parasporal proteinlerin baglanma reseptorlerinin belirlenmesi, reseptorii hedef alan
anti-kanser ilaglarin dizayninda énemli katki saglayacaktir. Ozellikle, parasporal
proteinlerin hastalar {izerine dogrudan uygulanmasi bazi immiinolojik reaksiyonlara
neden olabileceginden, baglanma reseptorlerinin belirlenmesi ayricalikli bir dnem

tasimaktadir.
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Applichem
Oxoid
Applichem
Applichem
Applichem
Applichem
Applichem
Applichem
Fermentas
Applichem
Applichem
Applichem
Sigma
Applichem
Biochrom
Fermentas
Applichem
Applichem
Merck
Applichem
Merck
Applichem
Applichem
Merck
Merck



Penisilin-streptomisin antibiyotik
Proteinaz K

Sodyum asetat

Sodyum di-Hidrojen fosfat (NaH,PO,)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum hidroksid (NaOH)
Sodyum klorid (NaCl)

Taq DNA Polymerase

Tetra metil etilen diamin (TEMED)
Tripsin

Tripsin %0,25 w/v

Tripton

Trizma Base

Trypan blue
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Biochrom
Applichem
Sigma
Merck
Applichem
Merck
Applichem
Fermentas
Applichem
Applichem
Biochrom
Applichem
Sigma
Sigma



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad Soyad :Miijgan KESIK OKTAY

Uyruk : T.C.

Dogum Yeri ve Tarihi: 18/12/1986

Medeni Hali ‘Evli

Telefon : 0 506 388 8485

E-posta : mujgank@mu.edu.tr

Egitim

Alman Derece Aldig1 Kurum/Universite Mezuniyet Y1l
Lise Iskenderun Demir-Celik Anadolu 2004
Lisesi

Lisans Gaziantep Universitesi 2009

Yiiksek Lisans Mugla Sitk1 Kogman Universitesi 2013
is Tecriibesi

Yil Yer Pozisyon/gorev
2010- Mugla Sitk1 Kogman Universitesi | Ars. Gorevlisi
Yabana Dil
Dil (Ingilizce) Baslangic Orta Mleri

Yazma X
Konusma X
Anlama X
Okuma X
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