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OZET

Endo H ile deglikozile edilmis PA83 ve PA83 antijenlerinin farkh varyantlarinin
anti-PA83 monoklonal antikorlari ile baglanma afinite ¢alismalar:

irem GURBUZASLAN
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV
Subat 2021; 54 sayfa

Sarbon, Bacillus anthracis bakterisinin neden oldugu, hem insanlari hem de
hayvanlarn etkileyen ve tedavi edilmezse 6liimle sonuglanan bir hastaliktir. Sarbona karsi
giivenli, diisiik maliyetli, uzun siireli stabil ve yiiksek oranda immiinojenik bir asi
gelistirmek ¢ok 6nemlidir. B. anthracis'in rekombinant koruyucu antijeni (PA), Sarbona
kars1 potansiyel bir as1 adayidir. Rekombinant protein ekspresyon sistemleri arasinda yer
alan bitkiler, diger ekspresyon sistemlerine kiyasla diisiik maliyetli ve uygun giivenlik
profillerine sahip biiyiik biyo-fabrikalar olarak kullanilabilir. Bitkiler Okaryotik bir
translasyon sonrasi modifikasyon mekanizmasina sahip olduklarindan, rekombinant
proteinler, gegici gen ekspresyon yontemi kullanilarak tretilebilir. Bununla birlikte,
koruyucu antijen, bakteriyel bir proteindir ve konaginda bir glikoprotein degildir.
Mamedov ve ark. 2017'de yapilan ¢alismalarda, biyolojik olarak aktif deglikosile edilmis
PA, koruyucu antijen PA ve peptid-N-glikosidaz F (PNGase F) enziminin birlikte
ekspresyonu ile iiretildi. Bu calismada, Endo H ile deglikosile edilmis koruyucu antijen
PA'nin ve ayrica diger PA varyantlarinin, laboratuvarimizda bitki tarafindan tiretilen anti-
PA&83 monoklonal antikoru ve ayrica ticari olarak satin alinan anti-PA mAb ile baglanma
afinite calismalarmi gergeklestirdik. Bitki tarafindan {iiretilen Endo H ile deglikosile
edilmis PA83, PA83'lin diger varyantlariyla karsilastirildiginda giiglii afinite gostermistir.
Ek olarak, Nicotiana benthamiana'da Endo H ile deglikosile edilmis PA83'e kars1 iiretilen
anti-PA83 mADb, ticari anti-PA mAb'ye kiyasla daha yiiksek afinite gosterdi.

ANAHTAR KELIMELER: Antijen-Antikor Afinitesi, Bacillus anthracis, Bitki Gegici
Ekspresyon Sistemi, Deglikozile PA83, ELISA, Nicotiana benthamiana, Sarbon
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Binding affinity studies of Endo H deglycosylated and different variants of PA83
antigens with anti-PA83 monoclonal antibodies

irem GURBUZASLAN
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Anthrax is a disease caused by Bacillus anthracis bacteria that affects both humans
and animals and results in death if left untreated. It is very important to develop a safe,
low cost, long-term stable and highly immunogenic vaccine against anthrax. The
recombinant protective antigen (PA) of B. anthracis is a potential vaccine candidate
against Anthrax. Plants that are among the recombinant protein expression systems can
be used as great biofactories with low cost and convenient safety profiles compared to
other expression systems. Since plants have a eukaryotic post-translational modification
mechanism, recombinant proteins can be produced using the transient gene expression
method. However, the protective antigen is a bacterial protein and is not a glycoprotein
in its host. In Mamedov et al. studies in 2017, biologically active deglycosylated PA was
produced by the co-expression of protective antigen PA and peptide-N-glycosidase F
(PNGase F) enzyme. In this study, we performed binding affinity studies of Endo H
deglycosylated protective antigen PA and also other PA variants, with plant-produced
anti-PA83 monoclonal antibody, produced in our lab and also commercially purchased
anti-PA mAb. Plant produced Endo H deglycosylated PA83 showed strong affinity
compared to other variants of PA83. In addition, anti-PA83 mAb produced against Endo
H deglycosylated PA83 in Nicotiana benthamiana showed higher affinity compared to
commercial anti-PA mADb.

KEYWORDS: Anthrax, Antigen-Antibody Affinity, Bacillus anthracis, deglycosylated
PA83, ELISA, Nicotiana benthamiana, Plant Transient Expression System.

COMMITTE: Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV
Prof. Dr. Nedim MUTLU

Prof.Dr. Yasar KARAKURT

ONSOZ

Biyoterérizm masum insanlara yOneltilmis sinsi bir aragtir. Virislerin,
bakterilerin veya diger mikroplarin kasitli olarak salinmasidir. Bir biyoterdr saldirisi
gerceklesecek olsaydi, sarbona neden olan Bacillus anthracis, kullanilmasi en muhtemel



biyolojik ajanlardan biri olurdu. Calismamiz sonucunda giivenli, diisiikk maliyetli, uzun
siireli stabilite gosteren ve yliksek afiniteli bir as1 gelistirebilmeyi umuyoruz.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “ Endo H ile deglikozile edilmis PA83 ve
PAS83 antijenlerinin farkli varyantlarinin anti-PA83 monoklonal antikorlari ile baglanma
afinite calismalar1 > adli bu ¢alismanm, akademik kurallar ve etik degerlere uygun
olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini
gosterdigimi beyan ederim.
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GIRIS I. GURBUZASLAN

1. GIRIS

Sarbon’a yol agan, Bacillus anthracis, hem insanlar1 hem de hayvanlari etkileyen
akut bir hastaliktir. Sarbona neden olan organizma olan Bacillus anthracis, adini, siyah,
komiire benzer kutandz eskarlara neden olma kabiliyeti nedeniyle Yunanca komiir
kelimesinden alir. Biiyiik gram pozitif, aerobik, spor tasiyan, 1-1,5 x 3-10 pm
biiytikliigiinde bir basildir (Baillie L. vd 2001).

Sarbon, tli¢ farkli enfeksiyon tiiriinde kendini gosterebilir. Maruziyet yoluna bagl
olarak: kiitandz, gastrointestinal ve inhalasyon. Insanlar ve hayvanlardaki belirtileri
benzerdir. Kiitandz sarbonu, daha ¢ok kontamine hayvan derilerine temas edilmesi,
asinma, kesik veya olasi bocek 1sirig1 yoluyla ortaya cikar ve en yaygin goriilen sarbon
tipidir. Deri iizerinde birkac¢ giin igerinde 1-3 cm ¢apinda siyah yaralar olusur. Yara
acisizdir ancak ates yliksekligi, mide bulantis1 ve kusmaya neden olabilir. Tedavi edilmez
ise 6limle sonuglanabilir (Dixon vd. 1999).

Sarbonlu hayvanlarin etlerinin yenmesiyle gastrointestinal sarbon ortaya ¢ikar.
Etlerin iyi pismemis olmasi ya da ¢ig tiiketilmesi, onemli bir faktordiir. Gastrointestinal
sarbonda ilk semptomlar mide bulantisi, kusma, istahsizlik ve atestir. Hastalik ilerledikce
siddetli karin agrisi, hematemez ve kanli ishal meydana gelir, ardindan septisemi ve 6liim
gelir.  Erken tan1 konulursa hastalar tedavi edilebilir, ancak spesifik olmayan
prezentasyon nedeniyle tan1 zordur ve bu da yiiksek bir 6lim oranina neden olur
(Ndyabahinduka DG vd. 1984). Inhalasyon sarbonunda solunum yoluyla alinan mikrop,
akcigerlere yerlesir. Burada yara olusur ve nefes almada problemler ortaya ¢ikar. Bakteri
viicuda girdikten 5 giin sonra soguk alginlifi benzeri belirtiler goriiliir. Kisa siire
igerisinde lenf bezleri siser ve nefes almakta zorluk ¢ekilmeye baglar. Akciger sarbonuna
yakalanan kisiler, erken tedavi edilmedigi takdirde Olim kagmilmazdir (Kuo SR,
Willingham MC vd. 2008).

B. anthracis ii¢ toksin proteini salgilar: 6dem faktorii (EF, kalmodiiline bagimli
bir adenilat siklaz), oldiirticii faktor (LF, bir metaloproteaz) ve iki AB tipi toksin
olusturmak i¢in ikili kombinasyonlarda hareket eden koruyucu antijen (PA), 6dem toksini
(ET = PA + EF) ve oliimciil toksin (LeTx = PA + LF). Hiicre ylizeyine baglandiktan
sonra PA, furin tarafindan proteolitik olarak boliiniir, bu da 20 kDa'lik bir protein
fragmaninin salinmasina ve 63 kDa'lik fragmanlarin bir 6n gozenek olusturmak iizere
heptamerizasyonuna neden olur. Heptamerize PA, LF veya EF'yi baglar ve ekzotoksinin
sitoplazmaya girisini kolaylastirarak hiicre Sliimiine yol agar (Mamedov vd. 2016;
Molloy vd. 1992).

Halihazirda, 1972'de lisansli olan Anthrax Vaccine Adsorbed (BioThrax®),
ABD'deki tek ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) lisansl insan sarbon asisidir. Asi,
mikroaerofilik hiicresiz filtratlardan hazirlanan 83-kDa PA proteinini igerir. bir adjuvan
olarak aliiminyum hidroksit jele adsorbe edilmis, kapsiillenmemis B. anthracis susunun
kiiltiirlerini icerir. BioThrax'in ana dezavantajlari, asinin, anafilaksi ve hatta 6liim dahil
olmak tizere potansiyel olarak ciddi alerjik reaksiyonlara neden olabilen LF ve EF dabhil
diger sarbon proteinlerini igerebilmesidir. Ek olarak, as1 yalnizca sinirli bir koruma saglar

ve koruyucu bagisiklik elde etmek i¢in uzun bir uygulama siireci gerektirir (Mamedov
vd. 2016).



GIRIS I. GURBUZASLAN

Bu dezavantajlar, son yillarda rekombinant canli ve rekombinant alt birim asilar
dahil olmak {izere yeni, ikinci nesil sarbon agilar1 gelistirme ¢abalarinin artmasina yol
acmistir. En gelismis as1 adaylari, Escherichia coli'de eksprese edilen ve ondan
saflagtirllan rekombinant PA'ya (rPA) veya asporojenik, toksijenik olmayan,
kapsiillenmemis B. anthracis'in susundan hazirlanan PA'ya dayanir (Gomord V. ve Faye
L. 2004). rPA bazli asilarin hayvanlarda yiiksek titreli anti-PA toksin nétralize edici
antikor (TNA) tepkileri indiikledigi ve tavsanlar1 ve insan olmayan primatlari 6liimciil B.
anthracis tehdidine kars1 korudugu gosterilmistir; bununla birlikte, baz1 galismalarda
koruma 6 ila 12 ayda dramatik bir sekilde azalmistir, bu da daha giiclii, daha saglam ve
uzun siireli bagisikligr indiikleyebilecek as1 formiilasyonlarina ihtiya¢c oldugunu
gosteriyor (Pitt M. vd 2001).

Heterolog ekspresyondaki gelismeler, alt birim rPA bazli as1 adaylar1 dahil olmak
lizere rekombinant proteinlerin liretimi i¢in alternatif bir platform olarak bitkilerin
kullanimina olan ilgiyi tetiklemistir. Bitkiler, memeli patojenlerini barindirmadiklari i¢in
giivenlik avantajlart ve paslanmaz ¢elik fermenterler gerekmediginden maliyet ve
Olceklenebilirlik avantajlar1 vardir. Ek olarak, bitki hiicreleri, memeli hiicrelerinde
bulunanlara 6nemli 6lgiide benzer olan N-baglantili glikozilasyon dahil olmak iizere
hedef proteinlerin okaryotik post-translasyonel modifikasyonlarint gergeklestirir
(Gomord V. ve Faye L. 2004). Rekombinant PA, alti potansiyel N-baglantili
glikozilasyon bolgesi igermesine ragmen, dogal konaginda glikozile edilmez. Bu
glikozilasyon, proteinin maskelenmesi veya yanlis katlanmasi nedeniyle belirli anahtar
epitoplarin mevcudiyetini etkileyebilir.

Mamedov vd 2016’da yapilan bir ¢alismada; Terapotik proteinler enzimatik
deglikozilasyon stratejisi kullanilarak gecici bir bitki ekspresyon sisteminde giiclii bir
strateji oldugu oldugunu kanitlamislardir. Bakteriyel deglikozilasyon enzimi olan
PNGase F ile PA83 proteinin In vivo olarak Nicotiana benthamiana biyofabrikasinda
gecici ekspresyon saglanmistir. Bitki tarafindan iiretilen deglikozile PA83"lin, yine bitki
tarafindan iretilen glikozile PA83 formu ile karsilastirildiginda, immiinize edilmis
farelerde daha yiiksek seviyelerde toksin notrlestirici antikor titreleri sagladig
bulunmustur.

Bitki bazli gecici ekspresyon sistemi kullanilarak rekombinant alt iinite as1
adaylar1 olan gPAS83, dPAS3(E), dPA83(P) ve PA83-MQ?2 {iretilmistir. Yiiriitilen tez
caligmas1 kapsaminda Endoglikozidaz H enzimi ile deglikozile olan PA83 varyanti
antijenin, ticari anti-PA mAb ve bitkide tretilen anti-PA83(E) mAb’ye kars1 diger
muadillerine kiyasla daha yiliksek afinite gosterdigi kanitlanmigtir. Sonugta,
dPAS83(E)’nin sarbona kars1 giivenli, etkili ve diisiik maliyetli bir alt linite agis1 i¢in 1yi
bir aday olabilecegini gostermektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Bacillus anthracis ve Sarbon

Bacillus anthracis tarafindan tiretilen sarbon, vahsi hayvanlarda ve bazi kiimes
hayvanlarinda ke¢i, koyun, sigir, at ve domuz gibi insanlara bulasabilen zoonotik bir
hastaliktir (Hugh-Jones ve Vos 2002). B. anthracis patojeni gram-pozitif, spor olusturan,
hareketsiz ve ¢ubuk seklindeki bir bakteridir (Marcus H. vd 2004). Vejetatif formlari
olumsuz cevresel kosullara dayanikli degildir. Ajan hava ile temas ettikten sonra spor
formuna dontiisiir. Hastalik, kontamine su veya besin maddeleri ile sarbon sporlari alan
hayvanlardan bulasir. Enfeksiyon insidansi kuru havalarda tozun solunmasi veya
yagmurlu havalarda asir1 otlatma ile artabilir. Nefes temasi, dogrudan temas ve hayvanlar
arasindaki kontaminasyon nadirdir. Bazen batma sineklerinin dogrudan bulagmada rol
oynayabilecegi bildirilmistir. Bacillus anthracis, toprakta tasinan bir bakteridir. En iyi
kalsiyum igeren siyah bozkir topraklarinda ve pH: 5.0-8.0 seviyelerinde yasar. Endemik
sarbon alanlari, daha yiiksek sicakliklar, daha yiiksek toprak nem igerigi ve topografya
ile iliskilendirilmistir (Van Ness G. ve Stein CD. 1956).

B. anthracis'in neden oldugu sarbon, olduk¢a bulasict ve 6liimciildiir. Sarbonun
insanlik tarihi ile uzun bir iliskisi vardir ve Avrupa'da (MO 1190-1491) ve Cin'de (MO
3000) biliniyordu. Sarbon, Yunanlilarin, Romalilarin ve Hindularin literatiiriinde
tanimlanmistir. Sarbon adi, komiir siyahi1 deri lezyonlari sarbonun kutan6z formunda
olustugu i¢in komiir anlamina gelen Yunanca "anthrakis" kelimesinden tiiremistir.

Bacillus anthracis’in vejetatif formlar1 kimyasal ve fiziksel etkimelere kars1 gok
az direnglidir. Vegetatif basiller 55-58°C’de 10-15 dakika iginde Olmektedir.
Kadavralarda anaerobik kokusmayla 2-3 giinde o6liirler. Antraks basilinin sporlarinin ise
fiziksel metotlarla oldiiriilmesi, % 0.5 sodali suda kaynatmakla, otoklavda 121°C’de 15
dakikada veya kuru 1s1 ile 120-130°C’de 1-2 saatte saglanir. Toprakta dogal olarak
bulunan sarbon sporlari 1s1ya, ultraviyole 1518a, gama 1sinlamasina ve bircok dezenfektana
kars1 oldukca direncglidir. Sarbon sporlar1 yaklasik 1-2 milimetre ¢apindadir, bu da
alveolar alanlarda nefes almalarma izin verir (Wang ve Roehrl 2005). Bu kiigiik ve
dayanikli sporlar, bombalar, flizeler ve ugaklarla kolaylikla dagilabilir ve biiyiik
popiilasyonlara aerosol haline getirilebilir. Béylece direncli sporlar yillarca bulasici kalir.

Biyolojik saldirt (biyoterdrizm), insanlari, hayvanlart veya ekinleri hasta
edebilen/6ldiirebilen viriislerin, bakterilerin veya diger mikroplarin kasitli olarak
salinmasidir. Sarbona neden olan bakteri olan Bacillus anthracis, biyolojik bir saldirida
kullanilmasi en olasi araglardan biridir (CDC, Centers for disease control and prevention).
Teroristler tarafindan yayilan sporlarin solunmasi biyolojik savasta énemli bir bulagsma
seklidir. Biyoterdrizmde sarbon sporlariin olas1 kullanimi giiniimiizde biiyiik bir endise
kaynagidir. Biyoterorizmdeki silah dereceli sarbon sporlari, kitle etkisi igin bir aerosol
olarak veya smirlt spor yayilmasi ve mektuplar veya paketler araciligiyla kontaminasyon
yoluyla dagitilabilir (FBI, 2001 Anthrax Attacks).

Sarbonun etki ettigi duruma gore dort farkl tipi bulunmaktadir. Bulasma yoluna
bagli semptomlar: kutandz sarbon, enjeksiyon sarbonu, inhalasyon(soluma, akciger)
sarbonu, gastrointestinal sarbon. Kutandz sarbon, insan sarbon tiplerinin % 95'ini
olusturur, hastalik vakalarinin yaklasik % 5'i inhalasyon yoluyla sarbondur. Bu siddetli
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hastalik, aerosol haline getirilmis sporlarin solunmasi ile bulasan, yaklasik % 86-89'luk
bir 6liim oranina sahiptir (Hull ve digerleri 2005).

Cilt sarbonu, sarbonun kutan6z (deri) formu, kirmizi, kabarciklar ve yavas yavas
sertlesen kirmizi kahverengi kabarik lekelerle baslar. Lekenin ortasinda kanli bir akinti
ve kola adi verilen siyah bir kabuk olan iilser bir krater vardir. Genel olarak kutan6z
lezyonlar bir tanedir, ancak bazen iki veya daha fazla lezyon mevcut olabilir. Ornegin
enfekte bir 6l hayvanin derisini yiizenlerde, ¢oklu lezyonlar; ellerde, bileklerde veya
kollarda goriilebilir. Belirtiler arasinda kas agrilari, bas agrilari, ates, bulant1 ve kusma
yer alir. Hastalik genellikle yaklagsik alt1 haftada diizelir ancak hasta uygun antibiyotikleri
almazsa oliime neden olabilir.

Sekil 2.1. Kolda merkezi depresif, etrafi vezikiil dolu hemorajik sivi ve eritem ile
karakterize edilen hafif kutan6z sarbonun tipik gériniimii (CDC)

Enjeksiyon sarbonu, bu yeni sarbon tiirii, kuzey Avrupa'da eroin enjekte eden
uyusturucu kullanicilarinda tespit edilmis ve heniiz Amerika Birlesik Devletleri'nde rapor
edilmemistir. Belirtilerin ortaya ¢ikmasi giinler ila aylar siirebilir. Enjeksiyon sarbonunun
belirti ve semptomlari, enjeksiyon bolgesinde kasint1 yapabilen kiigiik kabarciklar veya
sislikler, ates ve titreme, yaralarin etrafinda sislik ve deri veya kas altinda derin apseler
olabilir. Siyah merkezli agrisiz cilt yaralar1 (koyu kabuklar), kabarciklar veya sislikler
gelistikten sonra ortaya ¢ikabilir (CDC).

Inhalasyon(soluma) sarbonu, ilk semptomlar, bogaz agrisi, bas agrisi, grip
benzeridir. Ancak birka¢ giin icinde hastalik kotiilesir; nefes darli§i ve gogiis ve / veya
kaslarda agr ile birlikte ciddi solunum sikintisi olabilir. Bazi hastalar kan okslirmeye
baslayabilir. Bunu sok, koma ve 6liim izler. Soluma sarbonu gergek bir zatiirreye neden
olmaz. Aslinda, sporlar akcigerlerde makrofaj adi verilen ¢opcii hiicreler tarafindan
toplanir. Sporlarin ¢ogu bu sekilde oldiiriiliir. Ancak bazilar1 hayatta kalir ve gogiisteki
lenf diiglimleri ad1 verilen bezlere tasinir. Lenf diigiimleri sigebilir. Lenf diiglimlerinde
hayatta kalan sporlar ¢cogalir, 6liimciil toksinler tiretir ve viicuda yayilir. Gogliste bu lenf
diigiimlerinde siddetli kanama ve doku 6liimii (nekroz) meydana gelir. Oradan hastalik
bitisik akcigerlere ve viicudun geri kalanina yayilir. Soluma sarbonu ¢ok ciddi bir
hastaliktir ve maalesef etkilenen bireylerin ¢ogu uygun antibiyotikler alsalar bile oliir.
Antibiyotikler bakterileri 6ldiirmede etkilidir, ancak sarbon bakterileri tarafindan salinan
oliimciil toksinleri yok edemezler (Wang ve Roehrl 2005).
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Gastrointestinal sarbon (bagirsak sarbonu), az pismis, kontamine et yemenin
sonucudur. Bu sarbon tiirliniin semptomlar1 arasinda mide bulantisi, istahsizlik, kanl
ishal, ates ve ardindan karin agris1 bulunur. Bakteriler bagirsak duvarini istila eder. Daha
sonra enfeksiyon, oliimciil toksisite ile kan dolasimi1 (septisemi) yoluyla viicuda yayilir.
Enfeksiyon genellikle 1 ila 7 giin sonra gelisir. Tedavi olmaksizin, gastrointestinal
sarbonlu hastalarin yarisindan fazlasi dliir. Bununla birlikte, uygun tedavi ile hastalarin
% 60" ancak hayatta kalir.
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Sekil 2.2. Sarbon (Bacillus anthracis) bulasma sekli
2.2. Sarbon Toksin Kompleksi

Sarbonun patofizyolojisinde rol alan patolojik etkenler LT, 6ldiiriicii toksin; eT,
0dem toksini; ANTXRI /2, diisiik (ANTXR1, 6nceden tiimor endotelyal markorii) veya
yikksek (ANTXR2, daha once kapiler morfojenez proteini) tip 1 transmembran
reseptorleri; LRP6, diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii ile ilgili protein 6; MAPKK,
mitojenle aktive olan protein kinaz kinazlar; CReB, cAMP tepki elemani baglayici
protein; CRe, cAMP-tepki elemanlari; cAMP, siklik adenozin monofosfat. Sarbon
genomu, Kovalent olarak kapali tek bir kromozomdan olusur. Sirasiyla immiinolojik
olarak inert kapsiiliin ve sarbon toksininin sentezlenmesinden sorumlu iki viriilan plazmit,
pXO1 ve pXO2 igerir.15 Kapsiil, poli-y-D-glutamil amino asitlerden olusur ve bakterileri
fagositozdan korur (Read TD. vd. 2003 ve Jefferds MD. vd. 2001).
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Sekil 2.3. Sarbon toksinin patolojiye neden olma mekanizmasi. Bacillus anthracis
sporlari filizlenir ve 6ldiiriicii faktor ve PA salgilar (Alice S. 2003)

e Baslangigta PA, 83 kDa'lik bir monomerdir.

e PA 83, konakc¢i hiicrede ANTXR1 / 2 transmembran reseptorlerine baglanir
degildir (Lacy & Collier, 2002).

e Bir hiicre ylizeyi proprotein konvertazi olan Furin, PA 83'ii PA 20 ve PA 63
fragmanlarma ayirir. PA 20 fragmani ayrilirken PA 63 reseptore baglh kalir.

e Proteolitik olarak islenmis PA 63 monomerleri, bir heptamerik veya oktamerik
PA 6n gozenegi halinde birlesir. PA 6n gézenekleri, ti¢ veya dort 6liimciil faktor
veya monomer baglayabilir (Moayeri vd, 2003).

e Prepore kiimeleri, reseptor aracili endositoz yoluyla LRP6 koreseptorii ile veya
olmadan igsellestirilir ve bu da endozom olusumu ile sonuglanir.

e Endozomun asitlestirilmesi, bir transmembran iletim gézenegine 6n gozenekli
doniisiimle sonuglanir (Moayeri vd, 2003).

e Hiicre i¢inde oldiricii faktor ve odem faktoriiniin salinmasi. Bir ¢inko
metaloproteinaz olan OSliimciil faktér, MAPKK'yi inaktive ederek, lenfosit
aktivasyonunun bozulmasina, B hiicresi proliferasyonuna ve ayrica sitozolik
inflammasom yolunun aktivasyonu yoluyla makrofaj apoptozuna neden olur
(Moayeri vd, 2003).

e Kalsiyum bagimh ve kalmodiiline bagimli bir adenilat siklaz, hiicre ici cAMP'yi
artirarak cCAMP yanit genlerinin aktivasyonu ile sonuglanir. Enfekte makrofajlarin
lenf diiglimlerine gogiiniin yani sira T hiicresi aktivasyonunun inhibisyonu,
bozulmus fagositoz, oksidatif patlama ve sitokin diizensizligi uyarilir. cAMP,
6deme yol agan vazodilatasyona neden olur (Moayeri vd, 2003).
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2.3. Sarbon Tedavi Yontemleri
2.3.1. Antibiyotik tedavisi

Hayvanlarda veya insanlarda dogal olarak edinilmis sarbon vakalarindan elde
edilen herhangi bir taze B. anthracis izolatinin penisiline duyarli olma olasiliginin ¢ok
yiiksek oldugu varsayilabilir. Organizma ayni zamanda ¢ok sayida diger genis spektrumlu
antibiyotige duyarlidir. Penisilin  kullaniminin  kontrendike olmas1 durumunda,
aminoglikozidler, makrolidler, kinolonlar ve tetrasiklinler arasinda ¢ok ¢esitli alternatif
secenckler mevcuttur. Kloramfenikoliin tatmin edici bir alternatif oldugu ve in vitro
duyarhilik gosterdigi  belirtilmistir, ancak ilk deneysel c¢alismalarda Lincoln ve
ark. (1964) farelerde veya maymunlarda etkili olmadigini  buldu. Vankomisin,
klindamisin, klaritromisin, rifampin, levofloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin,
ofloksasin, imipenem, sefazolin ve linezolid, sarbon mektubu olaylarindan sonra
yayinlanan makalelerde, in vitro hassasiyetleri temelinde degerlendirmeye deger olarak
adlandirilmistir (Sejvar vd, 2005). Sarbondaki 6liimiin temeli toksindir. Antibiyotiklerin
erken uygulanmasinin 6nemi hala vurgulanmalidir; ¢ok ge¢ uygulandiginda enfeksiyonu
temizleyebilirler ancak yine de hasta insan1 veya hayvani kurtaramazlar (Baggett HC vd,
2005).

2.3.2. Asilama

Sarbon hastaligindan asilanarak korunmak, en uygun tedavi bigimlerinden biridir.
Koruyucu antijen (PA), sarbon toksininin ii¢ bileseninden biridir. Molekiiler agirligi 83
kDa olan, salgilanan toksik olmayan bir proteindir ve su anda ruhsatl insan sarbon
asisinin ana bilesenidir. Ilk hayvan asis1 1881'de bulunurken, insan asilar1 yirminci
ylzyilin ortalarinda gelistirilmeye baslandi. Sarbon sporlarinin biyolojik ajan olarak
kullanilmastyla ortaya ¢ikan sarbon tedavisi i¢in asilar, 1940'larda insan kullanimi igin
gelistirilmeye baglandi. 1972'de lisansli Adsorbe Edilen Sarbon Asist (BioThrax ® ),
ABD'deki tek ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) lisanshi insan sarbon asisidir. Asi;
mikroaerofilik hiicresiz filtratlardan hazirlanan 83 kDa PA proteinini igerir (Schneemann
ve Manchester 2009) bir avirulent, kapsiillenmemis B susunun  kiiltiirleri
bulunur. Adjuvan olarak aliminyum hidroksit jeline adsorbe
edilmis anthracis . BioThrax'in ana dezavantajlari, asinin, anafilaksi ve hatta 6liim dahil
olmak tizere ciddi alerjik reaksiyonlara neden olabilecek LF ve EF dahil olmak {izere
baska sarbon proteinleri igerebilmesidir. Ek olarak, as1 yalnizca sinirli koruma saglar ve
koruyucu bagisiklik elde etmek i¢in uzun bir uygulama siireci gerektirir (Mamedov
2016).

Koruyucu antikorlarla pasif asilama, sarbonun mevcut maruziyet sonrasi tedavisini
arttirmak ic¢in g¢ekici bir secenegi temsil eder, ¢iinkii konake1 tepkisine bagli olmayan
aninda ve kapsamli koruma saglayabilir. PA'nin sarbon patofizyolojisindeki merkezi rolii,
onu miikemmel bir terapotik hedef haline getirir. PA bazli insan sarbon asist veya
saflastirilmis PA ile asilama, koruyucu bir immiin yanitin olusmasina neden olur. PA'ya
kars1 poliklonal antikorlarla pasif immiinizasyon, B. anthracis sporlari ile miicadeleye
kars1 olduk¢a koruyucudur. Bu antikorlar,

(i) Reseptor baglanmasinin inhibisyonu,
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(i) PA heptamer olusumuna miidahale,

(iii)  LF veya EF'nin PA'ya baglanmasina miidahale gibi farkli mekanizmalarla
PA'y1 nétralize eder,

(iv)  PA'nin PA63'e enzimatik boliinmesinin tikanmasi

(V) ve birsiiper kompleks olusumu yoluyla Onceden olusturulmus PA
heptamerinin bozulmasi(Felows P.F. vd. 2001)

2.4. Bitki Bazh Gegici Ekspresyon Sistemleri ve Agroinfiltrasyon

Son yillarda yapilan ¢ok sayida ¢alisma, bitki bazli gecici ekspresyon sisteminin
yiiksek ekspresyon kapasitesine sahip oldugunu ve kisa bir zaman gercevesi iginde degerli
rekombinant proteinlerin glivenli, hizli ve ucuz iiretimini sagladigini gostermistir. Bitki
ekspresyon sistemleri, hayvanlarda patojenlere karsi pasif koruma saglayabilen
fonksiyonel rekombinant antijenler liretmek icin etkili sistemlerdir. Antijenler memeli
ekspresyon sistemlerinde sentezleri sirasinda insan patojenleri ile kontamine olabilir,
ancak bitki ekspresyon sistemi, insan patojenleri i¢in herhangi bir risk tasimaz (Yusibov
ve Mamedov 2010).

Koruyucu antijen (PA), sarbon toksininin ii¢ bileseninden biridir. Molekiiler
agirligr 83 kDa olan PA, toksik olmayan bir proteindir ve su anda ruhsatli insan sarbon
asisinin ana bilesenidir. Nicotiana benthamiana bitkilerinde bitki viral vektor tabanli
gegici ekspresyon, gesitli bulasic1 hastaliklara karsi rekombinant as1 adaylarinin zaman
ve maliyet agisindan verimli bir sekilde tiretilmesinde basariyla kullanilmistir (Mett vd,
2011).

Agrobacterium tumefaciens'in tanimlanmis bir DNA segmentini (T-DNA) bitki
cekirdegine transfer etme kabiliyetinden yararlanilarak (Gelvin vd, 2003), bitkilerin
molekiiler genetik modifikasyonu c¢ogunlukla ikili vektor sistemleri kullanilarak
gergeklestirilir. Bu vektorler iki kisimdan olusur: ilk bilesen, bitki hiicresine aktarilan T-
DNA igeren kasettir; Ikinci bilesen, her ikisi i¢in plazmid replikasyon islevlerini tasiyan
vektor omurgasi, bir Escherichia coli ve A. tumefaciens (plazmid mobilizasyon
fonksiyonlar1 kodlayan, istege bagli olarak bakteri ve segilebilir marker genleri, gen). Son
zamanlarda Nicotiana benthamiana tercih edilen deneysel bitki konakgist haline
gelmistir (Goodin ve digerleri, 2008). Bitkilerde anlatim igin vektor sistemlerinin
olusturulmasinda kendi kendini kopyalayan virilislerde bulunan dizilerden yararlanilir.
Kendi kendine cogalan viral vektorlerin temel olarak birka¢ farkli bitki viriisi
kullanilmistir: Tobacco mosaic virus (TMV), Potato X virus (PVX), Cowpea mosaic
virus (CPMV), Tobacco etch virus (TEV). Bu tir vektorler, Agrobacterium
siispansiyonlari ile yaprak dokusunun infiltrasyonu sirasinda vektoriin bitki hiicrelerine
aktarilmasi i¢in bir arag temin eden bir ikili plazmidin T-DNA kismu1 igine yerlestirilebilir.

Bakteriler, santrifiijlenir ve pelletler OD: 1.0 olacak sekilde MMA ile yeniden
siispanse edilir. Kiiltiirler daha sonra 2—4 saat oda sicakliginda hafif sallama ile inkiibe
edilir. Bakteriler, kiint uclu plastik bir siringa kullanilarak ve hafif basing uygulanarak 6-
8 haftalik bitkilerin yapraklarinin alt tarafina verilir.

Genel olarak, elektroporasyon yoluyla iletilen geni igeren agrobacterium,
agroinfiltrasyon olarak bilinen bir islem olan fiziksel veya vakum infiltrasyon yoluyla
hiicre dis1 yaprak bosluklarina sokulur (Norkunas vd, 2018). Agroinfiltrasyon, hedef geni
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siringa ile yaprak alanina tasiyan rekombinant Agrobacterium klonunun infiltrasyonuna
dayanir. Agrobacterium susu AGL1 tarafindan tasman geni kullanir. AGL1
, elektroporasyon yoluyla A. tumefaciens suslarina mobilize edilir. Rekombinant
agrobakteriler, tek bir rekombinant bakteri kolonisi segilerek sivi BBL ortaminada
gelistirilir(OD:1.0 / 4.0 civarinda) Kiiltiirler, calkalanarak (225rpm) 28°C'de gece
boyunca inkiibe edilir. Ardindan hedef genlerin infiltrasyonu igin MMA ortaminda pellet
hiicrelerinin yeniden siispanse edilmesini igerir. Agrobacterium aracili gegici doniisiim,
bitki savunma yanitlarinin bir sonucu olarak dokularda nekrotik yanitlar ortaya ¢ikarabilir
(Du ve digerleri 2014).

Son yillarda, as1 antijenleri, antikorlar ve terapotik proteinler dahil olmak iizere
rekombinant protein liretimi i¢in  bitkilerin  kullaniminda artan bir ilgi
gozlemlenmistir. Bitkiler, rekombinant terapotik proteinlerin biyolojik aktivitesi igin
gerekli olan dkaryotik post-translasyonel modifikasyonlar(PTM) dahil olmak iizere bir
iretim platformu olarak ¢esitli avantajlar sunar. Bitkiler ayrica giivenli, diisiik maliyetli
ve N- glikozilasyon gerektirmeyen ilaglarin 6karyotik tipte ifadesi nedeniyle mitkemmel
bir liretim sistemini temsil eder (Mett vd, 2011).

Rekombinant proteinler, bitkilerde kalic1 veya gecici ekspresyonda tiretilir. Kalici
ekspresyonda, yabanct DNA, sonraki nesiller boyunca kalitsal hale gelir ve diger ifade
sistemlerininkinden ¢ok daha fazla gelismis 6lgeklenebilirlige izin verir. Bununla birlikte
stabil transgenik bitki hatlarmin {retilmesi, birka¢ aydan bir yila kadar siirebilen hat
secilmesi ve onaylanmasi islemleri zaman verimliligi agisindan yontemin dezavantajidir.

Bitkilerde rekombinant proteini ifade etmenin ikinci yontemi gegici ekspresyon
yoludur. Bu yontemde, ilgilenilen geni barindiran viriis tiirevi vektorler, A. tumefaciens
yoluyla, Agro Infiltrasyon adi verilen bir islemle tam gelismis bitkilere iletilir. Bitki
genomuna entegre olmak yerine, verilen gen yapisi kisa bir inkiibasyon siiresinden sonra
toplanip izole edilebilen istenen proteinin gegici tiretimine izin vermekte dir (Leuzinger
2013). Gegici olarak tiretilen genler, bitki dokularinin enfeksiyonundan 2-4 giin sonra
maksimum seviyeyi gosterir ve daha sonra ekspresyon seviyesinde bir diisiis meydana
gelir. Stabil ekspresyon konak¢i genomda eksprese edilecek geni tasityan T-DNA'nin
entegrasyonu ile gerceklestirilir ve liretim genleri bitki dokularinin enfeksiyonundan 10-
14 giin sonra artar (Krenek vd, 2015). Gegici gen ekspresyonu, kararli doniisiime kiyasla
zaman verimliligi, kisa siirede yliksek ekspresyon seviyesi, dlgeklenebilirlik ve benzeri
gibi bir dizi avantaja sahiptir. Hedef antikor i¢in vektor i¢eren transkripsiyonel olarak
aktif hedef gen, partikiil bombardimani, viral vektor enfeksiyonu veya Agrobacterium
vektorlerini tasiyan hedef genin tiitlin yapragi dokularina sokulma yolu olan
Agroinfiltrasyon kullanilarak bitki dokulara sokulur. Tiitiin (Nicotiana benthamiana)
yapragi, agroinfiltrasyonun basitligi ve yiiksek doniisiim verimliligi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Krenek vd, 2015).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1467-7652.2012.00694.x#b15
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E.coli'ye akatarma (2-3 A.tumafaciens'e aktarma

giin) (2-3 giin)
Genin eklenmesi

Bakteri kiiltliriiniin
hazirlanmasi ve
infiltrasyon

Protein
ekstraksiyonu ve
pirifikasyon

Genin ekspresyonu
(3-5 dpi)

Sekil 2.4. Agroinfiltrayon mekanizmasi
2.5. Deglikozilasyon Stratejisi

Glikoproteinler polipeptid iskeletlerine kovalent olarak bagli oligosakkarit
(glikan) zincirlerini igeren proteinlerdir. Glikoproteinlerin karbonhidrat kisminda baslica
7 cesit monosakkarid bulunur. Bu monosakkaridler, degisik siralama ve farkli bag
yapilari ile bir araya gelirler ve sonugta ¢cok sayida karbonhidrat zinciri yapisi ortaya
cikar. Glikoproteinlerde yer alan monosakkaridler; glikoz, galaktoz, mannoz, fukoz, N-
asetil glikozamin, N-asetil galaktozamin, N-asetilnéraminik asit (sialik asit)'tir.
Bunlardan baska daha az siklikla rastlanan arabinoz ve ksiloz vardir . (Oligosakkarit
zincirleri glikoproteinlerin peptid omurgasina 5 ayri amino asit artigimnin birinden
baglanmiglardir. ~ Bunlar; asparajin, serin,  treonin,  hidroksilizin  veya
hidroksipirolindir (Karagali S., 2003).

Glikozilasyon, bir proteinin spesifik aktivite, ligand-reseptor etkilesimi ve
immiinojenite gibi fizikokimyasal 6zelliklerini giiglii bir sekilde etkiler (Yusibov vd,
2016). Cogu protein, fonksiyonel Ozellikler elde etmek igin translasyon sonrasi
modifikasyonlara ihtiya¢ duyar. Bir proteinde, aminoasitin lizerine bagli karbonhidratin
yerine gore glikoproteinler kategorize edilir. O-bagh glikoproteinler, karbonhidratin
amino asit treonin veya serinenin R grubunun hidroksil grubunun oksijen atomuna bagli
olanlardir. O-bagl karbonhidratlarda hidroksilizin veya hidroksiprolin bagli olabilir. Bu
isleme O-bagl glikozilasyon denir. O-bagh glikoproteinler; golgi kompleksi icerisinde
seker ile baghdir. N-bagh glikoproteinler, amino asit asparajinin R grubunun amino
grubunun nitrojenine bagli bir karbonhidrata sahiptir (Blom vd, 2004). R grubu genellikle
amid asparajinin yan zinciridir. Bu birlestirme islemine N-bagli glikozilasyon denir. N-
bagli glikoproteinler sekerlerini endoplazmik retikulumdan kazanirlar ve sonra
modifikasyon icin golgi kompleksine tasmirlar. N-bagli glikoproteinler ve O-bagh
glikoproteinler en yaygin formlardir. N-bagli glikozilasyon, rekombinant proteinler de
dahil olmak {tizere birgok proteinin dogru katlanmasi, protein-protein etkilesimi,
stabilitesi ve fizyolojik aktivitesi gibi birgok biyolojik siire¢ i¢in gereklidir. Bitki
hiicrelerinde proteinlerin N-glikozilasyonu, olgunlagmamis proteini olusturmak igin
oligosakkarit 6nciisiiniin spesifik Asn kalintisina (Asn-X-Ser / Thr) aktarilmasiyla baslar.
Bu olgunlasmamis glikoprotein daha sonra ER ve Golgi aparatim1 igeren salgt yolu
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boyunca tasinir ve yiiksek mannoz iceren N-glikanlar iiretmek i¢in glikoz ve mannoz
kalintilarinin ¢ikarilmasi gibi bazi olgunlasma islemlerine tabi tutulur (Gomord vd, 2010).
Bitki ve hayvanlarin N-bagl glikozilasyon mekanizmalari benzerlik gosterse de yine de
farklidirlar. Glikoproteinlerin ¢ekirdek glikan yapis1 bitkiler ve hayvanlar arasinda
korunurken, terminal gruplar1 birbirinden farklidir. Bitkilerden tiiretilen glikoproteinler,
a-1,3-fukoz ve B-1,2-ksiloz kalintisini igerir ancak insanlar, 3-1,4-galaktoz ve sialik asit
kalintisini igerir (Yusibov vd, 2016).

Bakteriyel proteinler ve baz1 okaryotik proteinler, dogal konakta N-glikanlar
icermeyebilir, ancak bu proteinler birden fazla potansiyel glikozilasyon bdolgesi

icerebildiginden, okaryotik ekspresyon sistemlerinde eksprese edildiginde anormal
glikozilasyona maruz kalabilir.

Plants Humans

Engineered N-glycans in plants

i Bl N-acetylgucosamine
- @ Mannose
o 25 oom
#r p1,2-xylose
: e oo ,
L . ! 8 o 10 ¢

- O p1.4-galactose
e w &) 2 6-sialic acid
e - A al,3-fucose
om- T
h il : 7 + al,6-fucose
]
C 7

"

Sekil 2.5. Bitkilerde ve insanlarda N-glikan yapilarinin sematik gésterimi (Bosch and
Schots 2010)

PNGase F, gram-negatif bakteri olan Flavobacterium meningosepticum
tarafindan salgilanan N-Asetil-D-glukozamin (GlcNAc) ile asparajin kalintis1 arasindaki
bagi kiran bir 34.8 kDa enzimidir (Mamedov vd, 2012; Mamedov vd, 2013). PNGase F;
GlcNAc ve Asn arasindaki bagi kesip tiim seker zincirini serbest biraktiginda, asparaginin
aspartata deamidasyonu nedeniyle deglikozile edilmis proteinin glikozilasyon bolgesinde
(N-X-S / T) bir amino asit degisikligi meydana gelir (Mamedov ve digerleri 2017).
Mamedov vd. 2016 yaptigi calismalarda proteinlerin enzimlerle deglikozilasyonun
PNGase F enzimi ile miimkiin oldugunu ve in vivo bir ortamda tedavi edici proteinlerin
tiretimi i¢in bagarili bir strateji oldugunu gostermistir. Aym1 c¢aligmada Nicotiana
benthamianada iiretilen PAS83 iiretilen varyantlarinin gliko protein PA83’e kiyasla
immiinize edilmis farelerde daha yliksek seviyelerde toksin ndtrlestirici antikor titreleri
sagladigi bulunmustur. Yapilan arastirmalarda PNGase F ile birlikte ekspresyon yoluyla
tiretilen deglikozile proteinler, glikozile muadillerine kiyasla iistiin fonksiyonel 6zellikler
gostermis olsalar da, PNGase F (In vivo veya in vitro deglikozilasyonu) glikozilasyon
alanindaki (N-X-S/T) deglikozilatlanmis proteinde Asparajinin aspartata deamidasyonu

11
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nedeniyle bir amino asit degisikligine neden olmaktadir (Mamedov 2012; Hagglund
2004).

Bagka bir enzim olan Endo-p-N-asetilglukozaminidaz H (Endo H), yiiksek
mannozlu kompleks olmayan N-bagli glikan zincirinin i¢ bolgesindeki iki GIcNAc
kalintis1 arasindaki bagi keser. EndoH glikan1 ortadan kaldirdiginda, tek N-Asetil-D-
glukozamin kalintisi, asparaginin eszamanli deamidasyonu olmaksizin proteine
baglanmaya devam eder (Gomord vd, 2010). Endo H'in birlikte ifade stratejisinin
sarbona kars1 bir as1, sitmaya kars1 TB asilar1 ve ayrica terapotik kullanim igin terapotik
proteinler, antikorlar ve rekombinant enzimler de dahil olmak {izere 6nemli as1 antijenleri
tiretmek i¢in bagka bir firsat sagladigi gercegini desteklemektedir. Bir ekspresyon konagi
olarak kullanilmak tizere Endo H'yi eksprese eden stabil transgenik bitkilerin
gelistirilmesi, faydali bir ara¢ olabilir. Endo H in vivo deglikozilasyon teknolojisinin
molekiiler tarimda, farmasotikler alaninda alt birim asilari, terapotik proteinler ve
deglikozile edilmis formlarda antikorlar iiretmek igin potansiyel uygulamalara sahip
olmasi beklenebilir (Mamedov vd, 2017).

2.6. Enzime Bagh Immiinosorbent Testi (ELISA)

Enzime bagli immiinosorbent testi olarak da bilinen ELISA, antikor tabanli bir
dogrulama prosediiriidiir. S1tv1 bir numunede bir antijeni saptamak ve Ol¢mek icin
enzimatik bir renk degisikligine dayanir. Bu deney, antikorlarin PAS83'in cesitli
formlarina baglanma afinitesini belirlemek i¢in kullanildi.

Substrate
(_,) ‘ e
B

o N

ubﬁt rate
Substrate .
Secondary Antibody ‘ =
e 4N\ Conegore / k\ ;ﬂ“‘g‘;)k @ >3
Pramary Antbody ) )k
)k\ Comyugate / \ \ Capture Antibody
DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA COMPETITIVE ELISA

Sekil 2.6. Enzim bagli immiinosorbent deneyi(ELISA) cesitleri

v Dolayh Elisa

Bir hedef protein, mikroplaka kuyularinin yiizeyinde immobilize edilir ve hedef
proteine (birincil antikor) yonelik bir antikorla inkiibe edilir, ardindan birincil antikora
kars1 ikincil bir antikor izler. Yikamadan sonra, mikroplakada iyi baglanmis enzimin
aktivitesi 6l¢iiliir. Dolayli ELISA, dogrudan ELISA'dan daha fazla adim gerektirmesine
ragmen, etiketli ikincil antikorlar ticari olarak temin edilebilir ve birincil antikoru
etiketleme ihtiyacini ortadan kaldirir (ABCAM).
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v" Dogrudan Elisa

Bir hedef protein (veya bir hedef antikor), mikroplaka kuyularinin yiizeyinde
immobilize edilir ve hedef proteine (veya hedef antikora spesifik bir antijen) yonelik bir
enzim etiketli antikorla inkiibe edilir. Yikamadan sonra, mikroplakada iyi baglanmis
enzimin aktivitesi olgiiliir (ABCAM).

v' Sandvic¢ Elisa

Bir hedef proteine yonelik bir antikor, mikroplaka kuyularinin yiizeyinde
hareketsizlestirilir ve 6nce hedef proteinle ve ardindan bir enzimle etiketlenen bagka bir
hedef proteine 6zgii antikorla inkiibe edilir. Yikamadan sonra, mikroplakada iyi
baglanmis enzimin aktivitesi Ol¢iiliir. Hareketsizlestirilmis antikor (turuncu) ve enzim
etiketli antikor (yesil), hedef proteinin farkli epitoplarini tanimalidir (ABCAM).

v" Rekabetc¢i Elisa

Bir hedef proteine 06zgii bir antikor, mikroplaka kuyularinin yiizeyinde
hareketsizlestirilir ve hedef protein ve bilinen miktarda enzim etiketli hedef protein igceren
numunelerle inkiibe edilir. Reaksiyondan sonra, mikroplakada iyi baglanmis enzimin
aktivitesi ol¢iiliir. Numunedeki antijen seviyesi yliksek oldugunda, antikora bagli enzim
etiketli antijen seviyesi daha diisiiktiir ve renk daha agik olur. Tersine, diisiik oldugunda,
antikora bagli enzim etiketli antijen seviyesi daha yiiksek ve renk daha koyu olur
(ABCAM).

Bu c¢alismada, in vivo deglikozilasyon stratejisi kullanilarak glikanlarindan
ayrilmis olan dPAS83(E) antijeninin antikorlara baglanma afinitesinin diger PA83
varyantlarina kiyasla daha yiiksek oldugu ve ayrica ticari anti-PA mAb'a kiyasla bitkide
tiretilen anti-dPA83(E) mADb antikoruna daha yiiksek afinite gosterdigi sonucuna
varilmistir. Deneyler sonucunda kazanilan veriler dogrultusunda dPA83(E)’in  sarbona
kars1 giivenli, etkili ve diisiik maliyetli bir alt iinite asis1 i¢in 1yi bir aday olabilecegi
goriilmektedir.
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3.MATERYAL VE METOT
3.1.Kullanilan Organizmalar

_ Bir E.coli susu olan XL1Blue daha dnceden yapilan ¢alismalar sirasinda Akdeniz
Universitesi, Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi’nden temin edilmistir.

Nicotiana benthamiana, Akdeniz Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji bdliimii
iklimlendirme odasinda torf ve perlit karigimi (3:1 oraninda) ilizerinde yetistirildi ve
deneylerde 6-7 haftalik bitkiler kullanilda.

3.2.Kodon Optimizasyonu

Laboratuvarimizin onceki ¢alismalarinda, PA83 proteinin, gen diziliminin kodon
optimizasyonu yapilmis ve bitki ekspresyon vektorlerine klonlanip, elektroporasyon
yoluyla Agrobacterium tumefaciens susuna eklenmistir (Mamedov vd. 2017).

3.3.Kullanilan Besiyerleri, Tampon Cozeltiler ve Digerleri
LB agarh Besiyeri (S0mg/ml Kanamisin)
v' LB-Broth
v' ddH20

40 g LB-Broth Agar tartildi ve 1 litre otoklavlt ddH20 i¢inde ¢ozdiiriildii ardindan
soliisyon 121°C, 1 atm basingta, 30 dakika otoklavlandi. Otoklavlanan LB agar soliisyonu
su banyosunda 50°C'ye sogutuldu ve 1 litre LB agar besiyerine 1 ml 50 mg/ml stock
kanamisin igerisinden 1000ul antibiyotik eklendi. LB agar Besiyeri petrilerde 25 ml
olacak sekilde dokiildii ve +4°C'de saklandi.

Kanamisin stok (50mg/ml)
v Kanamisin
v' ddH20

50mg/ml kanamisin stogu i¢in; 0,5 g kanamisinmonosiilfat(cat n:) tartildi ve 10 ml
ddH20 igerisinde ¢ozdiiriildii. Solusyon 0.45um filtreden enjektor ile gegirildi, 500 pl
olacak sekilde eppendorflara ayrildi, -20°C de saklandi.

BBL Besiyeri (SYS)
v' Soyhidrolizat

v' Yeast extract
v" NaCl
v

ddH20
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800 ml otoklavli ddH20 igerisine 10 g soyahidrolat, 5 gr maya 06ziitii ve 5 g NaCl
eklendi ardindan manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii. Cozelti pH: 7.0 olacak sekilde KOH
ile ayarlandi ve son hacim 1 L' ye tamamlandi. 121°C, 1 atm basingta, 30 dakika
otoklavlandi ve +4°C'de saklandi.

MMA Ortami (10 mm MES, 10 mm MgCl2)

v" MES (2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid)

v" MgCl;

v' ddH20

800 ml otoklavli ddH2O igerisine 1.952 g MES ve 2.03 g MgCl2.6H20 eklendi
ardindan manyetik karistiricada ¢ozdiiriildii. Cozelti Ph: 5.8 olacak sekilde NaOH ile
ayarlandi, son hacim 1 L’ ye tamamlandi. 121°C, 1 atm basingta, 30 dakika otoklavlandi
ve +4°C'de saklandi.

Asetosringon

v Asetosiringon

v' Etanol (absolute)

v' ddH20

Asetosiringon 100 mM stok olarak hazirlanir. 0,3924 g asetosiringon, 12 ml % 95
etanol ve 8 ml otoklavli ddH20 i¢inde ¢oziildii. Stok, 0.45 pm filtreden geg¢irildi ve 100
ul olacak sekilde -20°C'de saklanda.

90 % Giliserol

v 100% Gliserol

v' ddH20

9 birim 100 % gliserol ve 1 birim otoklavli ddH2O karistirildi. Soliisyon 121°C, 1
atm basingta, 30 dakika otoklavlandi.

1X Fosfat Tamponlu Salin (PBS)
v' 1X PBS tablet

v' ddH20

Hazirlanisinda anlatildigi gibi 1 adet PBS tablet 200 ml otoklavli ddH20 igerisinde
¢Ozdiiriildii ve +4°C'de saklandi.
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DIECA (sodyum dietilditiokarbamat)
v' DIECA
v' ddH20

1 M (dieca mw:225,31g/mol) olacak sekilde hesaplanarak hazirlandi. Bu ¢alismada
infiltre edilen yapraklarin ekspresyon kontroliinde 2 mm, purifikasyon i¢in kullanilacak
olan biyomas i¢in ise 1 mm DIECA kullanildi.

5X Laemmli Tampon (5X SDS)
v’ Tris

Gliserol

SDS

Bromophenol Blue

AR N NN

B-mercaptoethanol

Laemmli buffer i¢erisinde ki merkaptoetanol sayesinde proteinlerin denatiire olmasini
saglar. 7.5 ml B-merkaptoetanol igerisine 3.333 g SDS, 9.375 ml 1M Tris, 11.9 ml
gliserol, 660 ul Bromofenol mavisi (% 0.01) eklenir ve ¢ozdiiriiliir. Cozelti pH: 6.8 olacak
sekilde HCl ile ayarlandi. Dort birim protein 6rnegi ve bir birim 5X Laemmli Tampon ile
karistirilarak kullanildz.

% 40 Akrilamid / Bis-akrilamid Cozeltisi
v Akrilamid

v' Bis-Akrilamid

v ddH20

194.8 g akrilamid 150 ml otoklavli ddH20 i¢inde ¢ozdiiriildii. Ardindan 5.2 g bis-
akrilamid ¢ozeltiye eklendi. Cozelti bir gece manyetik karistiricida birakildi ve tamamen
¢ozdiiriildii. Akrilamid tamamen ¢dzlindiiglinde ¢ozeltinin hacmi artt1 ve hacim 500 ml
olacak sekilde tamamlandi. Akrilamid / bis-akrilamid soliisyonu 151k ge¢irmeyen bir erlen
igerisinde + 4°C' de saklandi.

1,5 M Tris-HCI Cozeltisi
v Tris
v HCI

v ddH.0
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800 ml otoklavlanmis ddH2O iginde 185 g Tris ¢ozdirildi. HCI ile pH: 8.8
ayarlandi. Son hacim 1 L' ye tamamlandi.

0.5 M Tris-HCI Cozeltisi
v Tris

v' HCI

v' ddH20

800 ml otoklavlanmig ddH20 iginde 60 g Tris ¢ozdirildi. HCI ile pH: 6.8' e
ayarlandi. Son hacim 1 L'ye tamamlandi.

10 % SDS Tamponu
v SDS

v ddH.0

90 ml otoklavlt ddH20 igerisine 10gr SDS tozu eklendi ve giin boyunca manyetik
karistiricida ¢oziinmeye birakildi. Oda sicakliginda saklandi.

Siilfat / % 10 Amonyum (APS)
v" Ammonium per sulphate

v’ ddH20

10 ug APS tozu 90 pl otoklavli ddH20 igerisinde ¢ozdiiriildii ve her zaman giinliik
olarak hazirlandi.

5X TBS ve 1X TBS

v Tris

v" NaCl

v HCI

v' ddH20

5X TBS, 20 mM Tris (pH: 7.5) ve 150 mM NaCl igerir. 12.115 g Tris ve 43.88 g
NaCl, 800 ml otoklavlanmis ddH>0 iginde ¢oziiliir. pH, HCI ile 7.5'e ayarlandi. Otoklavli

ddH20 ile hacim 1 L'ye tamamlandi. 1X TBS, 5X TBS'i seyrelterek hazirlandi. 1 hacim
5X TBS ve 4 hacim otoklavli ddH20 ile karistirildi.
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Cizelge 3.1. SDS-PAGE i¢in 10% Poliakrilamid jel hazirlanmasi

Malzemeler ALT JEL UST JEL
Otoklavli ddH20 9.7ml 7.95 ml
40 % Akrilamid- 5ml 1.25 ml

Bisakrilamid Cozeltisi
1,5 M Tris-HCI 5ml -
0,5 M Tris-HCI - 3.15ml
10 % SDS 200 pl 125 pl
TEMED 10 pl 12,5 pl
10 %APS 100 ul 62.5 ul

Yiiriitme Tamponu
v’ Tris
v Glisin
v’ SDS

v ddH.0

800 ml otoklavli ddH>20 igerisine 3.03 g Tris ve 14.3 g Glisin eklendi ve manyetik
karistiricida ¢ozdiriildii. Cozeltiye 10 ml 10% SDS solusyonu eklendi ve son hacim 1 L'

ye tamamlandi.
Transfer Tamponu
v’ Tris
v Glisin
v SDS

v' ddH20

800 ml otoklavli ddH20 igerisine 5.8 g Tris ve 2.93 g Glisin eklendi ve manyetik
karistiricida ¢ozdiiriildii. Cozeltiye 370 pl 10% SDS solusyonu eklendi ve son hacim 1 L

ye tamamlandi.
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Blotlama Cozeltesi (I-blok)
v" Blotting grade powder
v' Tween-20

v 1XTBS

1 g blotting grade powder, 100 ml 1X TBS (1 ul Tween 20-1000 ul 1X TBS) igeren
100 pl Tween-20 i¢inde ¢oziildii.

Jel boyama soliisyonu (Coomassie Blue)
v" Glacial asetik asit

v' Metanol

v Coomassie mavisi

v' ddH20

100 ml glacial asetik asit, 500 ml metanol ve 400 ml ddH20 karistirildi. Karigima 1
gr Coomassie mavisi eklendi ve manyetik karistiricida ¢ozdiirtildii.

Destaining Solusyonu
v Metanol

v’ Asetik asit

v' ddH20

200 metanol, 100 ml asetik asit ve 700 ml ddH20 karistirilir.

3.4. 6-7 Haftahk Nicotiana benthamiana Bitkilerine A. Tumefaciens Aracihig ile
PA83 Varyantlarmn infiltrasyonu

Laboratuvarimizda onceden yapilan c¢alismalarda, PA83, PA83-MQ2, Endo H ve
PNGase F genleri, Nicotiana benthamiana bitkilerinde ekspresyon igin tasarlanmus,
optimize edilmistir. Ardindan Agrobacterium tumefaciens'e elektroporasyon ile
aktarilmistir.

Projede Onceden yapilan ¢alismlarda E. coli hiicresinde ¢ogaltilan ve izolasyonu
yapilan PA83 ve PA83-MQ2 genlerini iceren pGR plazmitine eklenen rekombinant
proteini iiretmesi i¢in A. tumefaciens hiicresine elektroporasyon metodu kullanilarak
aktarilan varyantlar kullanildi. Deglikozilasyon i¢in A. tumefaciens hiicresinde bulunan
EndoH ve PNGaseF kullanildi. Calismada kullanilacak olan genleri tasiyan
Agrobacterium suslari; soya hidrolizati, maya ekstrakti, NaCl ve kanamisin iceren BBL
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ortaminda 28°C'de gece boyunca biiyiitiildii ve ardindan OD: 600'de absorbans degerleri
olgtldii.

Sekil 3.1. Nicotiana benthamiana bitkisine uygulanan agroinfiltrasyon iglemi

BBL ortaminda yeterince gelisen Agrobacterium kiiltiirleri 5000 g'de 5 dakika
santrifiijlendi ve pelletleri indiiksiyon i¢in 2 saat Asetosiringon (150 uM) iceren MES
tamponun (10 mM MES, 10 mM MgCl>) da yeniden oda sicakliginda manyetik karistirt
tizerinde inkiibasyona birakildi.

Cizelge 3.2. PA83 varyantlarinin infiltrasyonu i¢in A. tumefaciens kombinasyonlari

gPA83 PA83-MQ2 dPAB83(E) dPA83(P)
9:1 9:1 8:1:1 8:1:1

pGR-PA83 0.9 - 0.8 0.8

pGR-PA83- - 0.9 - -
MQ2

TL-Mix 0.1 0.1 0.1 0.1
pGR-EndoH - - 0.1 -

pGR-PNGaseF - - - 0.1

20



MATERYAL VE METOT I. GURBUZASLAN

3.5. Western Blot ile Ekspresyon Analizi

Infiltrasyonu yapilan biyomastan 5dpi sonra homojen bir 6rnek alindi ve kalan yaprak
kiitlesi kullanilana kadar -80°C'de saklandi. Numune, 3 kati hacimde ekstraksiyon
tamponunda (1X PBS, 2 mM DIECA) ekstrakte edildi. Ornek 20.000xg, 5dk, +4°C'de
santrifiij edilerek supernatant, pelletten ayrildi. Ekspresyon analizi i¢in 4V supernatant ve
1V Laemmli Tamponu karistirildi. Hazirlanan 6rnekler su banyosunda 100°C'de 5dk
kaynatild1 ve 10% poliakrilamid jele yiikleme yapildi. 100 Volt 15 dakika — 200 Volt 45
dakika yiirttiildii. Daha sonra proteinler, transfer tamponu ile poliviniliden floriir
membran lizerine 100 Volt da 1 saat transfer edildi. Membran, 1 saat oda sicakliginda
calkalayicida 1% I-blok bloke edildi. 10u1 primer antikor (anti-6XHis monoklonal antikor
Cat. no. 652502) 10ml 1% I-blok hazirlanarak, 1 saat oda sicakliginda calkalayicida
inkiibe edildi. 1 saat sonra I-blok ile 3 kere 5’er dakika yikama yapildi. Yikamalardan
sonra temizlenen membran sekonder antikor ile(Anti-Mouse 1gG 3 ul + 10 ml I-blok) 1
saat oda sicakliginda calkalayicida birakild. Inkiibasyonu tamamlanan 3 kere 5’er dakika
I-blok ile 1 kere 1X TBS ile yikandi. Membran sonolarak SuperSignal West Pico Stable
Peroxide (2,5 ml) ve Luminol/ Enhancer (2,5 ml) soliisyonlar1 (SuperSignal West Pico,
Thermo Fisher Scientific Grand Island, NY) ile 5 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Membran GeneGnome XRQ Chemiluminescence goriintiileme sistemi (Syngene Corp,
ABD) kullanilarak goriintiisii alindi.

3.6. Ni-NTA Afinite Kromotografisi (IMAC)

Nicotiana benthamiana'da PAS83 proteini varyantlarinin {iretimi i¢in, bitkiler pGR-
gPA83, pGR-dPA83+Endo H, pGR-dPA83+PNGase F ve pGR-PA83-MQ?2 ile infiltre
edilmis ve 5 dpi'de hasat edilmistir. Bitki tarafindan iiretilen rekombinant proteinler,
HisPur ™ Ni-NTA reginesi (Kat. No. 88221, Thermo Fisher) kullanilarak immobilize
metal iyon afinite kromatografisi (IMAC) ile saflagtiriimistir.

Baglanma tamponu, 20 mM sodyum fosfat, 300 mM sodyum kloriir, 10 mM imidazol,
pH 7.4 olarak hazirlanmistir. Ekstraksiyon tamponu igin, baglama tamponuna 1 mM
Sodyum dietilditiokarbamat trihidrat (DIECA, Kat No: 20624-25-3, Sigma) ilave
edilmistir. Yikama tamponu, 20 mM sodyum fosfat, 300 mM sodyum kloriir, 25 mM
imidazol olarak hazirlanmistir; pH 7.4. Eliisyon tamponu, 20 mM sodyum fosfat, 300 mM
sodyum kloriir, 250 mM imidazol igerir; pH 7.4. Saflastirma icin, PA83 varyantlari ile
infiltre edilmis yirmiser gram donmus bitki yapragi, 3 kat hacimde bitki agirligina sahip
oziitleme tamponunda ogiitlilmustiir ve ekstrakt , 20 dakika siireyle 4 © C'de 13.000 g'de
santrifiijlenmistir. Stipernatan, 10 kolon hacmi baglama tamponu ile dengelenmis 1 ml
HisPur ™ Ni-NTA reginesi ile tek kullanimlik bir polipropilen kolon (Pierce) iizerine
yiiklendi. Siitun, baseline’a ulasana kadar 10-15 kolon hacmi (CV) yikama tamponu ile
yikanmistir.

Proteinler 10 CV eliisyon tamponu ile eliit edilmistir. Eliisyon fraksiyonlar1 0,5 ml /
eppendorf olarak toplanmis ve yikanan fraksiyonlardaki protein konsantrasyonlar
Biodrop ile ol¢iilmiistiir. Konsantrasyona gore, birlestirilmis fraksiyonlar konsantre
edilmistir ve 10K MWCO Millipore yogunlastirict ile PBS'ye karsi tampon
degistirilmistir(Kat No: UFC801096, Merck) Konsantre protein, kullanilana kadar —
80°C'de saklanmistir.
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Sekil 3.2. Polihistidin etiketli proteinleri saflastirmak ig¢in sematik ¢alisma akist
(Sigmaaldrich)

Sodyum Fosfat Tamponu (20 mm, pH 7.4)
v" Sodyum dibasic
v" Sodyum monobasic
v" NaCl
v" NaOH
v' ddH20

IM igin: 28.38 g NaxHPO4(Sodyum dibasic) 100 ml otoklavli ddH20 igerisinde
¢ozdiiriilir. 1M igin: 13.8 g NaH2POs(Sodyum monobasic) 100 ml otoklavli ddH>O
icerisinde ¢ozdiirtildii.

15.48 ml 1M NaxHPOg, 4.52 ml 1M NaH2PO4 ve 17.59 g NaCl 800 ml otoklavli
ddH0 igerisinde ¢ozdiiriildii ve NaOH ile ph 7.4 e ayarlandi.

100 mm Stok Imidazol
v" Sodyum Fosfat Tamponu
v" Imidazol

0.34 g Imidazol hassas terazide tartildi ve 50 ml 20 mm sodyum fosfat tamponunda
¢Ozdiiriilii ve +4°C'de saklandi.
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10 mm Imidazol, Baglanma tampon
v" Sodyum Fosfat Tamponu
v" Imidazol

10 kolon hacmi olacak sekilde taze olarak hazirlandi. 1 ml 100 mm imidazol ve 9 ml
20 mm sodyum fosfat tamponu karistirildi(1 ml Ni-NTA rezin i¢in 10 ml baglama tampon
gereklidir).

10 mm Imidazol, Ekstraksiyon Tamponu
v" Sodyum Fosfat Tamponu
v Imidazol

Ekstraksiyon tamponu ekstrakte edilecek olan biyomas’in 3 kat1 hacminde (6rnegin
20 gr yaprak ornegi i¢in 60 ml ekstraksiyon tamponu) hazirlandi. 6 ml 100 mm imidazol
ve 54 ml 20 mm sodyum fosfat tamponu karistirildi. Tampon igerisine 1 mm olacak
sekilde taze hazirlanmig 1M dietilditiokarbamat (DIECA) eklenip vortex yapildi.

25 mm Imidazol, Yikama Tamponu
v Sodyum Fosfat Tamponu
v" Imidazol

12.5 ml 100 mM imidazol stok ¢ozeltisi, 37.5 ml 20 mm Sodyum fosfat tamponu
karistirildi. Kullanilana kadar +4°C'de saklandi. Kolon yikanirken flow through
biodrop(model vs) da o6l¢iildii ve konsantrasyon 0.01 olana kadar yikanmaya devam
edildi.

250 mm Imidazol, Eliisyon Tamponu
v Sodyum Fosfat Tamponu
v Imidazol

0,851 g imidazol hassas terazide tartildi ve 50 ml 20 mm sodyum fosfat tamponunda
¢ozdiirilii, kullanilana kadar +4°C'de saklandi. Eliisyonlar 10 kolon hacmi kadar toplandi.

3.7. SDS-page ile Rekombinant Protein Miktar Analizi

Piirifiye edilen proteinlerin miktarlarinin analizi i¢in SDS-page Elektroforezi
kullanilmistir. Purifiye edilen rekombinant proteinlerden bir miktar 6rnek ayrildi(genelde
20 ul kadar). Analiz i¢in 4V rekombinant protein ve 1V Laemmli Tamponu karistirildi.
Hazirlanan 6rnekler su banyosunda 100°C'de 5dk kaynatildi ve 10% poliakrilamid jele
yikleme yapildi. 100  Volt 15 dakika — 200 Volt 45 dakika yiriitiildi.
Elektorforezdenmgikarilan jelin tist kismi ayrildi ve atildi. Altjel once ddH20’ya ¢ikarildi
ardindan oda sicakliginda 1 saat calkalayicida jel boyama soliisyonu(coomassie blue) ile
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boyandi. Daha sonra jelin boyadan arinmasi i¢in 10 dakika aralarla boya uzaklastirma
soliisyonu(200 ml metanol, 100 ml asetik asit ve 700 ml ddH20) ile yikamas1 yapildi.
Jelin gereksiz bolgeleri boyadan arindirildi ve belirginlesen bantlarin goriintiisii alindi.

3.8.Enzime Bagh Immiinosorbent Testi Analizi ve Tamponlari

Enzime bagli immiinosorbent testi olarak da bilinen ELISA, antikor tabanli bir
dogrulama prosediirtidiir. S1vi bir numunedeki bir antijeni tespit etmek ve 6lgmek igin
enzimatik renk degisikligine dayanir. Bu deney, antikorlarin PA83"lin ¢esitli varyantlarina
baglanma afinitesini belirlemek i¢in kullanildi.

Antijeni, bikarbonat / karbonat kaplama tamponu kullanarak uygun
konsantrasyonlarda seyreltildi. Bir PVC mikrotitre plakasinin kuyulari, plakanin iist
oyuklarina 100ul antijen seyreltmesi pipetleyerek antijenle kaplandi. Plaka parafilmle
kapland1 ve gece boyunca 4°C'de inkiibe edildi.

Termal stabilite i¢in hazirlanan antijenler; 1000ng/100ul konsantrasyonda bikarbonat
/ karbonat kaplama tamponu kullanilarak seyreltildi. Ardindan su banyosunda initial, 30,
40, 50, 60, 70, 80 ve 90°C’de inkiibe edildi ve PVC mikrotitre plakas1 kaplandi.

Ertesi sabah plaka 3 tekrar 5’er dakika yikama tamponu(PBS-T) ile yikand1. Ardindan
oyuk basina 200ul olacak sekilde bloklama tamponu ile kaplandi ve oda sicakliginda 2
saat inkiibasyona birakildu.

Plaka 1XPBS ile seyreltmeleri yapilarak oyuk basma 100ul olacak sekilde uygun
primer antikor(ticari ya da bitkide iiretilen anti-PA mAb) ile kaplandi ve oda sicakliginda
1 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon ardindan plaka 4 tekrar 5’er dakika yikama tamponu(PBS-T) ile yikandu.
Plaka 1-Block ile seyreltmeleri yapilarak oyuk bagina 100ul olacak sekilde optimal
konsantrasyonda(2.0 ug/ml) sekonder antikor(anti-Human IgG ya da anti-Goat 1gG) ile
kapland1 ve oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

Plaka 4 tekrar 5’er dakika yikama tamponu(PBS-T) ile yikandi. Plakaya 200ul/oyuk
OPD-Substrat soliisyonu eklendi ve 30dk, oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.
Ardindan plaka 450nm dalga boyunda okundu.
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Sekil 3.3. Analizde kullanilan PVC mikrotitre plakasi
Kaplama Tamponu (15 mm NaCOgz, 35 mm NaHCO3)
v NaCO3
v" NaHCOs
v' ddH20

0.15 g NaCOs3(Sodyum karbonat) ve 0.29 g NaHCO3(Sodyum bikarbonat) 100 ml
otoklavli ddH20 igerisinde manyetik karistiricida ¢ozdiiriilmiisir.

Yikama Tamponu (PBS-T)

v' 1X PBS tablet

v" Tween-20

v' ddH20
200 ml 1X PBS igerisine 0.1% Tween-20 eklenmistir.
Bloklama Soliisyonu

v’ Blotting grade powder
v' 1X PBS tablet
v" Tween-20
v

ddH20
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200 ml 1X PBS igerisine 0.1% Tween-20, 1% blotting grade powder eklenmistir ve
manyetik karistiricida ¢ozdiirtilmiistiir.

Primer Antikor

v' Bitkide iiretilen dG-anti-PA83(E) monoclonal antikor
v Ticari anti-PA monoklonal antikor

10 ml 1X PBS igerisine yeterince primer antikor eklenmistir.
Sekonder Antikor

v" HRP - Anti-Human IgG secondary antibody

v" HRP - Anti-Keg¢i IgG secondary antibody

v Bloklama solusyonu

Sekonder antikor 1:2500 olacak sekilde I-Blok igerisinde hazirlanmustir.
Fosfat-Sitrat Tamponu

v" Dibasic sodyumfosfat

v' Sitrik asit

v' ddH20

0.2 M dibasic sodyumfosfat tamponu i¢in 2.83 g NazHPO4 100 ml otoklavli ddH2o0
da ¢ozdiirtilmiistiir. 0.1 M sitrik asit i¢in 2.10 g CsHgO7 100 ml otoklavli ddH2o igerisinde
¢ozdirilmistir. 25.7 ml  NaxHPOs4 ve 24.3 ml CeHgO7 karistirilmis ve ph 5.0’a
ayarlanmistir.

OPD Substrat Soliisyonu(o-fenilendiamin dihidrokloriir)
v Sodyum perborat tablet
v’ Fosfat-sitrat tamponu
v' ddH20

20 mg sodyum perborat tableti (Katalog Numarasi P4922) 50 ml fosfat-sitrat
tamponunda ¢6zdiiriilmiistiir. Kullanilmadan kullanimin hemen 6ncesinde 0.05 M olacak
sekilde 30% hidrojenperoksit eklenmistir. Sodyum perborat tableti igerigindeki
HRP(yaban turbu peroksidazi) sayesinde 490 nm'de tespit edilebilen sari-turuncu bir renk
VErir.
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3.9.Verilerin istatistiksel Analizi

Calismada elde edilen deneysel sonuglar bilgisayar ortamina aktarilarak, IBM
SPSS Statistics 23 paket programinda %95 giiven araliginda Varyans Analizi (ANOVA)
ile test edilmistir. Deneysel sonuglardan elde edilen goézlem degerlerine Ronald Aylmer
Fisher tarafindan gelistirilen Varyans Analizi (Analysis Of Variance-ANOVA)
uygulanarak elde edilen verilerin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi
belirlenebilmektedir (Senoglu ve Acitas 2010). Varyans Analizi (ANOVA), 6rneklenen
popiilasyonlarin normal olarak dagildigi varsayimi altinda iki veya daha fazla grup
arasindaki ortalamalarin esit oldugu hipotezini test etmek i¢in kullanilabilen genel bir
tekniktir (Eymen, 2007). Deneyler sonucunda elde edilen niceliksel verilerin
karsilastirilmasinda veriler normal dagilim gosterdigi i¢in, ikiden fazla gruplar arasi
karsilagtirmalarda Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way Anova) kullanilmistir. Elde
edilen bulgular %95 giiven araliinda ve %5 (p<0.05) anlamlilik diizeyinde
degerlendirilmistir. Ayrica arastirmada iki antikorun (ticari anti-PA mAb ve bitkide
tiretilen anti-dPA83(E) mAb); 4 farkli antijen (gPA83, dPAS3(E), dPA83(P) ve PAS3-
MQ?2) ile farkli konsantrasyonlara gére anlamli bir farklilik gosterip gostermedigini
belirleyebilmek icin bagimsiz 6rneklemler i¢in independent Sample T Testi yapilmustir.
Independent Sample T Testi normal dagilan verilerde birbirinden bagimsiz iki grup
arasinda aritmetik ortalama durumlarina gére anlamli bir farkliligin olup olmadiginm
ortaya koyan bir test tiiriidiir (Eymen, 2007).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. PA83 varyantlarinin Western Blot ile Ekspresyon Analizi

Daha 6nceden laboratuvarimizda yapilmis olan ¢alismalarda polihistidin etiketli
deglikozile PA83+Endo H, glikozile PA83 ve mutasyona ugramis PA83 (PA83M-D)
Agrobacterium tumafaciens plazmidine eklenmistir. Materyal ve metod boliimiinde
anlatildigr gibi pgr-dPA83+Endo H, pgr-dPA83+PNGase F, PA83M-D ve pgr-gPA83
enjektor kullanilarak Nicotiana benthamiana bitkisine infiltrasyonu yapildi. 24°C, %60
nem ve 18 saat 151kl1 6 saat 151ksiz olacak sekilde iklimlendirme odasinda yetistirildi.
Agroinfiltrasyondan 5 giin sonra (5dpi) bitkiler hasat edildi ve materyal metod
boliimiinde anlatildig1 gibi manuel olarak ekstrakte edildi. Ekstrakte 6rnekler santrifiij
sonrasi supernatant ile laemmli buffer dogru oranlarda karistirildi. Poliakrilamid jele
yiiklenen Ornekler yiiriitiildii ve blotlamanin ardindan molekiillerin marker sayesinde
dogru yerde oldugu belirlendi.

gPA83
dPAS83(P)
PA83-MQ2
dPAS3(E)

kDa

135
100

80

-
58 -

46 —

32

Sekil 4.1. Nicotiana benthamiana da iiretilen rekombinant PA83 varyantlarinin
ekspresyon analizi; 1. gPA83: glikozile PA83; 2. dPA83(E): Endo H ile deglikozile
edilmis PA83; 3. PA83-MQ?2; 4. dPA83(P): PNGase F ile deglikozile edilmis PA83
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4.2. PA83 Varyantlarimin Saflastirilmasi ve SDS-Page Analizi

Polihistidin etiketli PA83 varyantlarinin eskpresyon analizi i¢in immunoblot
analizi yapildi. Yiiksek rekombinant protein ekspresi analiz edilen PA83 varyanlarinin
biomasslar1 materyal ve metod da anlatildig1 sekilde immobilize metal iyon afinite
kromatografisi(IMAC) ile manuel olarak purifiye edildi. Saf rekombinant protein
miktarini belirlemek i¢in SDS-page analizi yapildi. Analiz neticesinde PA83 varyantlar
igerinde en yiiksek ekspreyonun ve en saf proteinin deglikozile PA83 oldugu sonucuna
varildi.

1,Spg 2,5ng Snug

PA83 dPAS3(E)
kDa

135——
100——

80—

58 —

46

32

Sekil 4.2. IMAC ile saflastirilan rekombinant PA83 varyantlarinin SDS-Page Analizi; 1.
1,5ug BSA standart; 2. 2,5ug BSA standart; 3. 5ug BSA standart; 4. Prestained Protein
Marker(Cat. No. P7712 S New England Biolabs); 5. gPA83 ( glikozile PA83); 6.
dPAB83(E) ( Endo H ile deglikozile edilmis PA83)
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kDa Spg  25pg 1npg
M BSA BSA BSA dPA83(P) PA83-MQ2

135——
100 —

80 —

58 —

46

32

Sekil 4.3. IMAC ile saflastirilan rekombinant PA83 varyantlarinin SDS-Page Analizi; 1.
Prestained Protein Marker (Cat. No. P7712 S New England Biolabs); 2. 5ug BSA
standart; 3. 2,5ug BSA standart; 4. lug BSA standart; 5. dPA83(P) (PNGase F ile
deglikozile edilmis PAS83) ; 6. PA83-MQ2

30



BULGULAR VE TARTISMA I. GURBUZASLAN

4.3. PAS83 varyantlarimin ELISA Analizleri

4.3.1. Ticari anti-PA mAb ile PA83 antijen varyantlarinin ELISA analizleri

PBS «—
1000 ng/well «—}

500 ng/well «—+

200 ng/well K
100 ng/well L
50 ng/well «—+

25 ng/well «—

I @ M m O O W >

‘0000089 -

5 ng/well «—

r

gPA83 dPAS3(E) dPAS3(P) PA83-MQ2

Sekil 4.4. 96 oyuklu ELISA plakasindaki proteinlerin yiikleme semasi; Bitki tarafindan
tiretilen antijen varyantlar1 (gPA83: glikozile PA83, dPA83(E): Endo H ile deglikozile
edilmis PA83, dPA83(P): PNGase F ile deglikozile edilmis PA83 ve PA83+MQ2), ticari
bir anti-PA ve bitki de tiretilen anti-dPA83(E) mAb kullanildi

Saflastirilan rekombinant proteinler; gPA83, dPA83(E), dPA83(P), PA83-MQ2
ve ticari bir anti-PA mAb arasindaki baglanma afinitesini degerlendirmek i¢in , enzim
bagli immiinosorbent tahlili (ELISA) plakalari, saflastirilmig PA83 varyantlarinin farkli
konsantrasyonlari(1000, 500, 200, 100, 50, 25, 5 ng/well) ile kaplandi. Plaka bir gece
boyunca +4 °C de inkiibasyona birakildi.

Plakalar daha sonra PBS-Tween20 ile yikandi ve bloklama tamponu ile 2 saat
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Birincil antikor (ticari mAb anti-PA), 2.0 ug/mL
konsantrasyonunda ilave edildi ve plakalar, oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edildi. Plakalar, PBS-T ile yikand1 ve HRP’ye (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA) konjuge edilmis ikincil bir anti-ke¢i IgG antikoru ilave edildi ve 1 saat siireyle inkiibe
edildi. Bir ELISA substrati ( 0- Fenilendiamin dihidrokloriir) ilave edildi ve plakalar,
referans olarak 450nm optik yogunlukta(OD) okundu.
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Cizelge 4.1. (a,b) PA83 varyantlarinin ticari bir anti-PA mAbD ile karsilagtirmali afinite
calismalari; Deney her varyant i¢in {li¢ tekrar seklinde diizenlemis, OD degerlerinin
ortalamalari alinmis ve standart hata hesaplanmistir (n=3). Grafikler EXCEL ile
diizenlenmistir; a)Cizgi grafigi; b)Siitun grafigi

a) PA83 varyantlari ve Ticari mAb PA
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4.3.2. Bitkide iiretilen anti-dPA83(E) mAb ile PA83 Antijen Varyantlarimin Elisa
Analizleri

Saflastirilan rekombinant proteinler; gPA83, dPAS3(E), dPA83(P), PA83-MQ2
ve bitkide iiretilen bir anti-PA83+Endo H mAb arasindaki baglanma afinitesini
degerlendirmek icin, enzim bagli immiinosorbent tahlili (ELISA) plakalari, saflastiriimis
PAS83 varyantlarinin farkli konsantrasyonlari(1000, 500, 200, 100, 50, 25, 5 ng/well) ile
kaplandi. Plaka bir gece boyunca +4 °C de inkiibasyona birakildi.

Plakalar daha sonra PBS-Tween20 ile yikandi ve bloklama tamponu ile 2 saat
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Birincil antikor (ticari mAb anti-PA), 2.0 ug/mL
konsantrasyonunda ilave edildi ve plakalar, oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edildi. Plakalar, PBS-T ile yikand1 ve HRP’ye (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA) konjuge edilmis ikincil bir anti-keg¢i IgG antikoru ilave edildi ve 1 saat siireyle inkiibe
edildi. Bir ELISA substrat1 ( 0- Fenilendiamin dihidrokloriir) ilave edildi ve plakalar,
referans olarak 450nm optik yogunlukta(OD) okundu.
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Cizelge 4.2. PA83 varyantlarinin bitkide iiretilen bir anti-dPA(E) mAb ile karsilastirmali
afinite ¢aligmalar1; Deney her varyant i¢in {i¢ tekrar seklinde diizenlemis, OD degerlerinin
ortalamalari alinmig ve standart hata hesaplanmistir. Grafikler EXCEL ile diizenlenmistir;
a)Cizgi grafigi; b)Siitun grafigi ( n=3)

a) PA83 varyantlari ve bitkide iiretilen anti-dPA83(E)
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4.3.2. Bitkide iiretilen PA83 antijen varyantlarimin termal stabilite 6rneklerinin
Elisa analizleri
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Sekil 4.5. 96 oyuklu ELISA plakasindaki proteinlerin yiikleme semasi1 (Termal) Bitki
tarafindan tretilen ve farkli sicakliklarda inkiibe edilen 1000ng/well antijen varyantlari
(gPA83: glikozile PA83, dPA83(E): Endo H ile deglikozile edilmis PA83, dPA83(P):
PNGase F ile deglikozile edilmis PA83 ve PA83+MQ2), ticari bir anti-PA ve bitkide
tiretilen anti-dPA83(E) mAb kullanildi

4.3.3. Ticari anti-PA mAD ile PA83 antijen varyantlarimin termal ELISA analizleri

Saflastirilan rekombinant proteinlerin; gPA83, dPA83(E), dPA83(P), PAS3-MQ2
termo-stabilitesinin belirlenmesi ve ticari bir anti-PA mAb arasindaki baglanma
afinitesini degerlendirmek amaciyla , saflastirilmis PA83 varyantlarinin konsantrasyonu
1000ng/well olacak sekilde ayarlandi. Rekombinant proteinler initial,30,40,50,60,70,80
ve 90°C’de su banyosunda 15 dakika olacak sekilde inkiibasyona birakildi. Inkiibe edilen
proteinler 1000xg, 5dk, +4 °C’de santrifiij edildi ve supernatant ayri bir eppendorfa
alindi. Enzim bagli immiinosorbent tahlili (ELISA) plakalar proteinlerle kaplandi ve bir
gece boyunca +4 °C de inkiibasyona birakildi.

Plakalar daha sonra PBS-Tween20 ile yikandi ve bloklama tamponu ile 2 saat
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Birincil antikor (ticari mAb anti-PA), 2.0 ug/mL
konsantrasyonunda ilave edildi ve plakalar, oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edildi. Plakalar, PBS-T ile yikand1 ve HRP’ye (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA) konjuge edilmis ikincil bir anti-ke¢i IgG antikoru ilave edildi ve 1 saat siireyle inkiibe
edildi. Bir ELISA substrati ( 0- Fenilendiamin dihidrokloriir) ilave edildi ve plakalar,
referans olarak 450nm optik yogunlukta(OD) okundu.
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Cizelge 4.3. (a,b) Farkli sicakliklarda inkiibe edilen PA83 varyantlarinin ticari bir anti-
PA mAb ile karsilagtirmali afinite ¢aligmalar1; Deney her varyant igin ii¢ tekrar seklinde
diizenlemis, OD degerlerinin ortalamalar1 alinmis ve standart hata hesaplanmigtir (n=3).
Grafikler EXCEL ile diizenlenmistir; a)Cizgi grafigi; b)Siitun grafigi

a) ppPA83 Antijen Varyantlarinin Termal Stabilite Orneklerinin
Ticari bir anti-PA mAb ile Elisa Analizleri
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4.3.4. Bitkide iiretilen anti-dPA83(E) mAb ile PA83 antijen varyantlarimin termal
ELISA analizleri

Saflastirilan rekombinant proteinlerin; gPA83, dPA83(E), dPA83(P), PA83-MQ2
termo-stabilitesinin belirlenmesi ve ticari bir anti-PA mAb arasindaki baglanma
afinitesini degerlendirmek amaciyla , saflagtirllmig PA83 varyantlarinin konsantrasyonu
1000ng/well olacak sekilde ayarlandi. Rekombinant proteinler initial,30,40,50,60,70,80
ve 90°C’de su banyosunda 15 dakika olacak sekilde inkiibasyona birakildi. inkiibe edilen
proteinler 1000xg, 5dk, +4 °C’de santrifiij edildi ve supernatant ayri bir eppendorfa
alindi. Enzim bagli immiinosorbent tahlili (ELISA) plakalar1 proteinlerle kaplandi ve bir
gece boyunca +4 °C de inkiibasyona birakildi.

Plakalar daha sonra PBS-Tween20 ile yikandi ve bloklama tamponu ile 2 saat
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Birincil antikor (Bitkide tiretilen anti-dPA83(E)
mAD), 2.0 ug/mL konsantrasyonunda ilave edildi ve plakalar, oda sicakliginda 2 saat
inkiibe edildi. Plakalar, PBS-T ile yikandi ve HRP’ye (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA) konjuge edilmis ikincil bir anti-kegi IgG antikoru ilave edildi ve 1 saat siireyle
inkiibe edildi. Bir ELISA substrati ( 0- Fenilendiamin dihidrokloriir) ilave edildi ve
plakalar, referans olarak 450nm optik yogunlukta(OD) okundu.
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Cizelge 4.4. (a,b) Farkli sicakliklarda inkiibe edilen PA83 varyantlarinin Bitkide iretilen
anti-dPA83(E) mAb ile karsilastirmali afinite ¢alismalari; Deney her varyant i¢in i
tekrar(n=3) seklinde diizenlemis, OD degerlerinin ortalamalar1 alinmig ve standart hata
hesaplanmugtir. Grafikler EXCEL ile diizenlenmistir; a)Cizgi grafigi; b)Stitun grafigi
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4.4. istatistiksel Analizler

Deneysel sonugclar bilgisayar ortamina aktarilarak, IBM SPSS Statistics 23 paket
programinda %95 giiven aralifinda varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Elde
edilen bulgular ¢oklu karsilagtirma Duncan testi ile %95 giiven araliginda %5 (p<0.05)
anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir. Ayrica arastirmada iki antikorun(ticari anti-PA
mAb ve bitkide iiretilen anti-dPA83(E) mADb); 4 farkli antijen(gPA83, dPAS83(E),
dPA83(P) ve PA83-MQ2) ile farkli konsantrasyonlara gore anlamli bir farklilik gosterip
gostermedigini belirleyebilmek adina bagimsiz 6rneklemler igin independent Sample T
Testi yapilmistir.

44.1. Ticari anti-PA mAb ile gPA83, dPA83(E), dPA83(P) ve PA83-MQ2
Antijenlerinin Konsantrasyon Degiskenleri Arasinda Anova Analizi

Anova analizi sonuglarina gore antijenlerin konsantrasyonlar iizerindeki etkisi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gézlenmistir (p<0.05). Duncan ¢oklu
test sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Test sonuclart incelendiginde ise, gPA83 antijeni
icin 5, 25 ve 50ng, 50 ve 100ng, 100 ve 200ng; 200ng ve 500ng ve 500ng ve 1000ng
konsatrasyonu aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).
100ng konsantrasyonu 5ng ve 25ng, ile anlamli (p<0.05), 50ng konsantrasyonu ile
arasinda anlamsiz (p>0.05) bir fark goriilmektedir. 200ng konsantrasyonu 5 ng, 25ng ve
50ng konsantrasyonlari arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ancak 100ng ile
arasinda anlamli fark olmadig1 (p>0.05) goriilmiistiir. 500ng konsantrasyonu 5 ng, 25ng,
50ng ve 100ng konsantrasyonlari ile arasinda anlaml bir fark oldugu (p<0.05) ancak
200ng konsantrasyonu ile aralarinda anlamsiz bir fark olmadigi(p>0.05) gozlenmistir.
1000ng konsantrasyonu 500ng konsantrasyonu ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadigi tespit edilmistir(p>0.05).

Duncan ¢oklu test sonuglarina gére dPA83 (E) antijeni 50ng konsantrasyonu 5 ng
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ancak 25ng konsantrasyonu
ile arasinda anlamli bir fark olmadigi (p>0.05) gortilmistiir. 100ng konsantrasyonu 5 ng
ve 25ng, ile anlamli (p<0.05), 50ng ve 200ng konsantrasyonu ile arasinda anlamsiz bir
fark goriilmektedir (p>0.05). 200ng konsantrasyonu 5 ng ve 25ng konsantrasyonu ile
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ancak 50ng ve 100ng
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli fark olmadigr gorilmiistiir (p>0.05). 500ng
konsantrasyonu 5 ng, 25ng ve 50ng konsantrasyonlari ile arasinda anlamli bir fark oldugu
(p<0.05) ancak 100ng ve 200ng konsantrasyonu ile aralarinda anlamli bir fark olmadigi
(p>0.05) gozlenmistir. 1000ng konsantrasyonu 5ng, 25ng, 50ng ve 100ng konsantrasyonu
ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli1 bir fark oldugu (p<0.05) ancak 200ng ve 500ng
konsantrasyonlari ile arasinda anlamli bir fark olmadig1 (p>0.05) tespit edilmistir.

dPAS&3P antijeni i¢in test sonuglari incelendiginde 50ng ve 5 ng konsantrasyonlari
arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ancak 25ng konsantrasyonu ile arasinda anlaml
bir fark olmadig1 (p>0.05) goriilmiistiir. 500ng konsantrasyonu 5 ng, 25ng ve 50ng ile
anlamli (p<0.05), 100ng ve 200ng konsantrasyonu ile arasinda anlamsiz (p>0.05) bir fark
goriilmektedir. 1000ng konsantrasyonun, tiim diger konsantrasyonlar ile aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Duncan ¢oklu test sonuglarina gére PA83-MQ2 antijeni i¢in 50ng ve 5 ng
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ancak 25ng konsantrasyonu
ile arasinda anlamli bir fark olmadigi (p>0.05) goriilmiistiir. 100ng konsantrasyonu 5 ng
ile 25ng konsantrasyonu arasinda anlamli (p<0.05) ancak 50ng konsantrasyonu ile
arasinda anlamsiz (p>0.05) bir fark goriilmiistiir. 500ng konsantrasyonu 5 ng ve 25ng ve
50ng ile anlamli (p<0.05), 100ng ve 200ng konsantrasyonu ile arasinda anlamsiz
(p>0.05) bir fark goriilmektedir. 1000ng konsantrasyonu 500ng konsantrasyon ile
aralarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir fark bulunamamis ancak 5 ng, 25ng,
50ng, 100ng ve 200ng konsantrasyonlar ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sabit konsantrasyonlarda antijenler arasindaki istatistiksel farklar incelenmis olup
Anova sonuglar1 Cizelge 4.6°da verilmistir. Yapilan Anova analizi sonuglarina gore sabit
konsantrasyonda antijenlerin etkisi arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05). 5 ng, 25ng ve 50ng konsantrasyonlarinda dPA83(P) ve
gPA83 antijenleri ile PA83-MQ2 ve dPA83E antijenleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goézlenmemistir (p>0.05). Ancak dPA83(P) ve PA83-MQ2 ve
dPAB3(E) ve gPAS83 ile PA83-MQ2 ve dPAB3(E) antijenleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmustur (p<0.05). 100ng konsantrasyonda en yiiksek deger dPA83(E)
antijeninden elde edilirken, bunu sirasiyla PA83-MQ2,dPA83P ve gPAS3 takip etmistir.
dPAS83(P) ve gPAS83 antijenleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken
(p>0.05), diger antijenler arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05). 200ng
konsantrasyonda en yiiksek deger dPA83 (E) antijeninden elde edilirken (p<0.05), diger
antijenler arasindaki fark bunu istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05). 500ng
konsantrasyonda en yiiksek deger dPA83(E) antijeninden elde edilirken (p<0.05),
dPAB83(P) ile gPA83 ve gPA83 ile PA83-MQ?2 antijenleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05). 1000ng konsantrasyonda en yiiksek deger
dPAS83E antijeninden elde edilirken, bunu sirasiyla PA83-MQ2, gPA83 ve dPA83(P)
antijenleri takip etmistir. dPA83(P) ve gPA83 antijenleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulunurken (p>0.05), diger antijenler arasindaki fark anlamli
bulunmustur (p<0.05).
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I. GURBUZASLAN

Cizelge 4.6. Sabit Konsantrasyonlarda gPA83, dPA83(E), dPA83(P) ve PA83-MQ2
Antijenlerinin arasindaki Anova Analiz Sonuglari

25 ng 100 ng
Ornek N Subset for alpha = 0.05 Subset for alpha = 0.05
1 2 1 2 3
gPA83 3 0,08 0,17
dPA83(P) 3 0,08 0,19
PA83-MQ2 3 0,17 0,31
dPAS83(E) 3 0,23 0,42
Sig. 0,88 0,11 0,73 1,00 1,00
5ng 50 ng 200 ng 500 ng 1000 ng
Subset for Subset for
Omek | N alpha = Subsgt(;oorsalpha alpha = Subsgt(;oorsalpha Subsgt(;oorsalpha
0.05 T 0.05 T T
1 2 1 2 3 1 2 1 2 3 1 2 3
dPA83(P) | 3| 0,04 0,11 0,21 0,21 0,26
gPA83 3| 0,06 0,13 0,21 0,26 | 0,26 0,32
PA83-
MQ2 3 0,117 0,26 0,35 0,40 0,50
dPAB3(E) | 3 0,15 0,36 0,50 0,56 0,66
Sig. 0,50 0,24| 0,63| 1,00| 1,00| 0,06| 1,00| 0,49| 0,07|1,00 | 0,44|1,000| 1,00
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4.4.2. Bitkide iiretilen anti-dPA83(E) mAb ile gPA83, dPAB3(E), dPA83(P) ve PA83-
MQ2 antijenlerinin konsantrasyon degiskenleri arasinda Anova analizi

Bitkide Uretilen anti-dPA83(E) ile gPA83, dPAS3(E), dPA83(P) ve PA83-MQ2
antijenlerinin konsantrasyonlar1 incelendiginde, konsantrasyonlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu gézlenmistir (p<0.05).

Duncan ¢oklu test sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Duncan ¢oklu test
sonuglari incelendiginde, gPA83 antijeni i¢in 5 ng; 25ng ile 50ng ; 100ng,200ng ile 500ng
ve 200ng, 500ng ile 1000ng konsantrasyonu aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir(p>0.05). 200ng ve 500ng konsantrasyonlari 5 ng, 25ng ile 50ng
konsantrasyonlari ile anlamli (p<0.05) oldugu gozlenmistir. 1000ng konsantrasyonunun
5 ng, 25ng, 50ng ile 100ng konsantrasyonlari ile anlamli oldugu goézlenmistir (p<0.05).

dPA83 (E) antijeninin test sonuglar1 incelendiginde, 5 ng, 25ng ile50ng; 100ng
ile 200ng; 200ng ile 500ng ve 1000ng konsantrasyonu aralarinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark gézlenmemistir (p>0.05). 200ng konsantrasyonu 5 ng, 25ng ve 50ng ile
anlamli (p<0.05), 100ng konsantrasyonu ile aralarinda anlamsiz (p>0.05) bir fark
goriilmektedir. 500ng konsantrasyonu 5 ng, 25ng, 50ng ve 100ng ile anlamli (p<0.05),
200ng konsantrasyonu ile aralarinda anlamsiz (p>0.05) bir fark goériillmektedir. 1000ng
konsantrasyonu 5 ng, 25ng, 50ng,100ng, 200ng ve 500ng konsantrasyonu ile aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu (p<0.05) tespit edilmistir.

Duncan ¢oklu test sonuglarina gore dPA83(P) antijeni igin 500ng konsantrasyonu
Sng, 25ng,50ng ile anlamli (p<0.05), 100ng ve 200ng konsantrasyonu ile arasinda
anlamsiz(p>0.05) bir fark goriilmektedir. 1000ng konsantrasyonu 500ng konsantrasyonu
ile anlamsiz (p>0.05) diger konsantrasyonlar ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Duncan ¢oklu test sonuglarina gore PA83-MQ2 antijeni igin 100ng ile 5 ng
ve25ng konsantrasyonlari ile aralarinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ancak 50ng
konsantrasyonu ile arasinda anlamli bir fark olmadig1 (p>0.05) goriilmiistiir. 200ng,
500ng ve 1000ng konsantrasyonlari 5 ng, 25ng, 50ng ve 100ng konsantrasyon ile
aralarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir fark oldugu tespit edilmistir.
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pp-PA83 MAB normal antikor ile sabit konsantrasyonlarda antijenler arasindaki
istatistiksel farklar incelenmis olup Anova sonuglar1 Cizelge 4.8‘de verilmistir. Yapilan
Anova analizi sonuglarina gore sabit konsantrasyonda antijenlerin aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

5ng konsantrasyonda PA83-MQ2 ile gPA83 ve dPA83(P) antijenleri aralarinda
ve dPAB3(E) antijeni ile PA83-MQ?2 antijeni arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmemistir (p>0.05). 25ng konsantrasyonunda dPA83(P) ve PA83-MQ2 antijenleri
ile gPA83 ve dPAB3(E) antijenleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmemistir (p>0.05). 50ng konsantrasyonlarinda PA83-MQ2, dPA83(P) ve gPA83
antijenleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05). Ancak
PA83-MQ2, dPA8B3(P) ve gPA83 ile dPAS3(E) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmis(p<0.05). 100ng konsantrasyonda dPA83(E) antijeni ile gPA83, PA83-
MQ2 ve dPAS83(P) antijenleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05) ancak dPA83(P) ile gPAS83 antijenleri aralarinda anlamli bir fark
gbézlenmemistir (p>0.05). 200ng ve 500ng konsantrasyonlarinda en yiiksek deger
dPAS83(E) antijeninden elde edilirken (p<0.05), diger antijenler aralarindaki farkin ise
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu tespit edilmistir (p>0.05). 1000ng konsantrasyonda
en yliksek deger dPA83(E) antijeninden elde edilirken, bunu sirastyla PA83-MQ2, gPA83
ve dPA83(P) antijenleri takip etmistir. dPA83(P) ve gPAS83 antijenleri ile PA83-MQ?2 ile
dPAS83(P) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken (p>0.05), PA83-MQ2
ile dPA83(P) antijeni ve dPA83(E) antijeni ile diger antijenler arasindaki fark anlaml
bulunmustur (p<0.05).
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Cizelge 4.8. Bitkide Uretilen anti-dPA83(E) mAb ile ile gPA83, dPAS3(E), dPA83(P) ve
PA83-MQ2 Antijenlerinin Sabit Konsantrasyonlarda Anova Analiz Sonuglari

5ng 25ng 50 ng

Duncan? Duncan? Duncan®

Subset f_or Subset for Subset f_or
B alpha = . loha = 0.05 . alpha =
Ornek N 0.05 Ornek N alpha = 0. Ornek N 0.05

1 2 1 2 112
gPAs3 | 3033 dPAS3(P) 3048 I'\Dﬂggf' 30,58
dPAs3(P) | 30,39 PA8S- 3052 gPAs3 | 3|0,62

MQ2
,%823' 30,49 0,49 gPA83 3 0,59 dPAs3(P) | 30,63
dPAB83(E) | 3 0,57 dPAS83(E) 3 0,62 dPAS83(E) | 3 0,72
Sig. 0,05(0,22 Sig. 0,25 0,43 Sig. 0,14]1,00
100 ng 200 ng
Duncan? Duncan?
Subset

) Subsgtgoorsalpha Ornek N | for alpha
Ornek N - Y =0.05

1 2 3 1 2
PA83- PA83-
MQ2 3(0,62 MQ2 3 0,74
dPA83(P) | 3 0,74 dPA83(P) 3 0,76
gPA83 3 0,76 gPA83 3 0,83
dPAB83(E) | 3 0,94 dPAS83(E) 3 1,07
Sig. 1,00(0,61(1,00 Sig. 0,20 1,00

500 ng 1000 ng

Duncan? Duncan?

Subset f_or Subset for alpha =
. alpha = . 0.05
Ornek N 0.05 Ornek N :

1 2 1 2 3
dPA83(P) | 310,80 dPA83(P) 30,86
gPA83 30,85 gPA83 3(0,89 0,89
PA83-
MQ2 30,86 PA83-MQ2 3 1,07
dPA83(E) | 3 1,18 dPAB83(E) 3 1,47
Sig. 0,51|1,00 Sig. 0,71 0,08 1,00
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4.4.3. Ticari anti-PA mAb ve bitkide iiretilen anti-dPA83(E)  mADb gore
konsantrasyonlar ile antijenler(gPA83, dPA83(E), dPA83(P) ve PA83-MQ2)
arasindaki farkin ortaya konulmasi i¢in independent sample T testi

Arastirmada iki antikorun; 4 farkli antijen ile farkli konsantrasyonlara gore
anlamli bir farklilik gdsterip gostermedigini belirleyebilmek adina bagimsiz 6rneklemler
icin Independ ent SampleT Testi yapilmistir. Bu teste gére dncelikle Levene testine
bakilir. Levene testine gore P>0.05 dagilimin varyanslarinin homojen (benzer ya da esit)
oldugu ve p<0.05 ise homojen olmadig1 anlasilmaktadir. Daha sonra T testi sonuglarina
bakilarak istatistik olarak anlamlilik durumlari ortaya konulmustur. Cizelge 4.9’da bu
testen elde edilen sonuglar goriilmektedir.

Iki farkli antikorun(ticari ve bitkide {iretilen) gPA83 antijeninin
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi yapildiginda; Levene testi sonucuna gore sadece 5
ng konsantrasyonunun gPAS83 antijenine gore dagilim varyanslarinin homojen olmadigi
(F= 12,803 p< 0,05) ve istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmedigi saptanmistir. Diger
tiim konsantrasyonlarda dagilim varyanslarinin homojen oldugu(p>0.05) goriilmiis ve
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0.05).  Iki farkli
antikorun(ticari ve bitkide iiretilen) dPA83(E), dPA83(P) ve PA83-MQ2 antijenler ile
konsantrasyonlarinin karsilagtiritlmasi incelendiginde, s6z konusu antijenlerin tim
konsantrasyonlar ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu ve homojen
oldugu saptanmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.9. Ticari anti-PA mAb ve Bitki de Uretilen anti-dPA83(E) mAb ayn1 antijenler
iizerindeki etkisi Inpedent Sample T Test Sonuglari

Group Statistics

Konsantrasyon | Ornek N | Mean | Std. Deviation | Std. Error Mean
5 ng gPA83 3(0,331 0,129 0,074
gPAB83ticari 30,058 0,006 0,003
25 ng gPA83 30,592 0,009 0,005
gPAB83ticari 310,077 0,012 0,007
50 ng gPA83 30,617 0,018 0,010
gPAB83ticari 3(0,131 0,042 0,024
100 ng gPA83 3(0,761 0,036 0,021
gPA83ticari 3(0,174 0,063 0,036
200 ng gPA83 30,825 0,073 0,042
gPA83ticari 30,208 0,040 0,023
500 ng gPA83 310,847 0,069 0,040
gPA83ticari 30,257 0,056 0,033
1000 ng gPA83 3| 0,89 0,038 0,022
gPA83ticari 310,315 0,028 0,016
Group Statistics
Konsantrasyon | Ornek N | Mean | Std. Deviation | Std. Error Mean
dPA83(E) 3(0,574 0,035 0,020
5ng
dPA83(E)ticari | 3 | 0,152 0,030 0,018
25 ng dPA83(E) 30,617 0,018 0,011
dPA83(E)ticari | 3 | 0,228 0,033 0,019
50 ng dPAS83(E) 310,717 0,053 0,031
dPA83(E)ticari | 3 | 0,357 0,042 0,024
100 ng dPAB83(E) 310,940 0,060 0,034
dPAB83(E)ticari | 3 | 0,421 0,042 0,024
200 ng dPAB83(E) 31,074 0,116 0,067
dPA83(E)ticari | 3 | 0,502 0,138 0,080
500 ng dPAB83(E) 311,179 0,171 0,099
dPA83(E)ticari | 3 | 0,557 0,124 0,072
1000 ng dPA83(E) 31,467 0,178 0,103
dPA83(E)ticari | 3 | 0,664 0,137 0,079
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Cizelge 4.9. Ticari anti-PA mAb ve Bitki de Uretilen anti-dPA83(E) mAb ayn1 antijenler
iizerindeki etkisi Inpedent Sample T Test Sonuglar1 (Devami)

Group Statistics

Konsantrasyon | Ornek N | Mean | Std. Deviation | Std. Error Mean
5 dPA83(P) 3| 0,39 0,075 0,04
n
g dPA83(P)ticari | 3| 0,04 0,008 0,01
o5 dPA83(P) 3| 0,48 0,060 0,04
n
9 dPA83(P)ticari | 3| 0,08 0,015 0,01
50 dPA83(P) 3| 0,63 0,055 0,03
n
9 dPA83(P)ticari | 3| 0,11 0,010 0,01
dPA83(P) 3| 0,74 0,014 0,01
100 ng —
dPA83(P)ticari | 3| 0,19 0,031 0,02
dPA83(P) 3| 0,76 0,014 0,01
200 ng —
dPA83(P)ticari | 3| 0,21 0,015 0,01
dPA83(P) 3| 0,80 0,029 0,02
500 ng —
dPA83(P)ticari | 3| 0,21 0,009 0,01
dPA83(P) 3| 0,86 0,048 0,03
1000 ng —
dPA83(P)ticari | 3| 0,26 0,053 0,03
Group Statistics
Konsantrasyon | Ornek N | Mean | Std. Deviation | Std. Error Mean
PA83-MQ2 3| 0,49 0,048 0,03
5n
9 PA83-MQ2ticari | 3| 0,12 0,042 0,02
PA83-MQ2 3| 0,52 0,037 0,02
25ng o
PA83-MQ2ticari | 3| 0,17 0,063 0,04
PA83-MQ2 3| 0,58 0,014 0,01
50 ng o
PA83-MQ2ticari | 3| 0,26 0,063 0,04
PA83-MQ2 3| 0,62 0,030 0,02
100 ng L
PA83-MQ2ticari | 3| 0,31 0,037 0,02
PA83-MQ2 3| 0,74 0,048 0,03
200 ng o
PA83-MQ2ticari | 3| 0,35 0,053 0,03
PA83-MQ2 3| 0,86 0,022 0,01
500 ng o
PA83-MQ2ticari | 3| 0,40 0,081 0,05
PA83-MQ2 3| 1,07 0,101 0,06
1000 ng o
PA83-MQ2ticari | 3| 0,50 0,080 0,05
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5. SONUCLAR

Bacillus anthracis’in neden oldugu sarbon, dayanikli sporlari yiiziinden
biyoterdrizm i¢in kaynak, bir arada oldugumuz ve tiikettigimiz hayvanlardan bulagma
nedeniyle de insanlar i¢in biiyiik tehdit olusturmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
giivenli, etkili ve diisitk maliyetli bir sarbon asis1 elde edilememistir. Sarbon tedavisinde
kullanilan FDA onayl as1 Bioanthrax(AVA) koruyucu antijen PA yaninda 6dem faktori
EF ve letal faktor LF icermesi nedeniyle yeterince giivenli degildir.

Memeli hiicre kiiltiirleri terapotik proteinler, enzimler ve antikor iiretimi i¢in ana
platformdur. Ancak smirli dlgeklenebilirlik yiiksek maliyet ve kirlilik riski nedeniyle
artan diinya niifusunun as1 ihtiyacini karsilayabilecek bir materyal degildir. Bitkiler
memeliler gibi Okaryot canlilardir, buna arti olarak memelilerle ortak hastaliklari
tagimazlar. Ayrica bitkiler saglam, dl¢eklenebilir, diisiik maliyetli ve giivenli oldugu i¢in
en umut verici terapotik protein iiretim platformlarindandir.

Memelilerde kullanilacak olan asi adayi, rekombinant proteinlerin prokaryot
hiicrelerde biyoreaktorlerde iiretilmesi beraberinde yanlis katlanmis proteinleri
getirebilir.  Ote yandan bitkiler, diger rekombinant protein ekspresyon sistemlerine
kiyasla Okaryotik post-translasyonel modifikasyon (PTM) makinesine sahiptirler ve
dogru katlanmaig stabil, biyolojik olarak aktif rekombinant proteinlerin {iretimi i¢in ideal
organizmalardir.

Baslangi¢ organizmasi prokaryat olan PAS83, bir glikoprotein degildir. Ayrica
bitki bazli ekspresyon sistemlerinde, N-bagli glikozilasyondan gecgerek iiretilen
proteinler, orijinde farkli bir glikan yapisina sahiptir. Bitki kaynakli glikoproteinler, a-
1,3-fukoz ve B-1,2-ksiloz kalintis1 igerir, ancak insanlar-1,4-galaktoz ve sialik asit
kalintis1 igerir. Bu ¢alismada hedef proteinin Endoglikozidaz H ile N-asetilglukozamin
kesilerek, Peptid N-glikosidaz F GIcNACc ve asparajin kalintilar1 arasindan baglanti
kesilerek ve deglikozile mutant protein PA83-MQ?2 iiretilerek baslangi¢ organizmasinda
ki gibi deglikozile PA83 bitki gegici ekspresyon sistemi kullanilarak basariyla
tretilmistir.

Uygun ve dogru bir sekilde post-translasyonel modifikasyonlar gelistirerek
rekombinant proteinin tiretimi, protein bazli alt birim asilarin gelistirilmesi i¢in en dnemli
noktadir. Ydritilen tez ¢alismas: kapsaminda agroinfiltrasyon kullanilarak Nicotiana
benthamiana bitkilerinde kisa siirede (5dpi) yiiksek saflikta, biyolojik olarak aktif ve
yiiksek afiniteli proteinler iiretilmistir.

N-bagl glikozilasyon mekanizmasinin ve in vivo deglikozilasyon stratejisinin
antijen-antikor afinitesi tizerindeki etkisini test etmek igin; anti-mAb-pp-dPA83(E) ve
ticari anti-mADb-PA83 kullanilmistir. Bu tez ¢alismasi dogrultusunda yapilan enzim bagl
immiinosorbent deneyleri sonucunda laboratuvarimizda bitkide in vivo deglikozilasyon
stratejisi ile retilen anti-mAb-PA83 antikorunun ticari olarak iiretilen mAb-PA83’¢
kiyasla PA83 varyanti rekombinant proteinlere daha yiiksek afinite gosterdigi kanitlanmis
oldu. Ayrica PA83 varyantlarindan pp-dPA83(E) antijeninin deneyde kullanilan her iki
antikorada diger PA83 varyantlarina kiyasla daha yiiksek afinite gosterdigi goriildii. 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90°C yapilan termo-Elisa deneyleri sonucunda PA83 varyanti

o1
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dPAB83(E) antijeninin stabilitesini diger antijenlere kiyasla daha iyi koruyarak antikorlara
kars1 afinitesini kaybetmedigi gézlemlenmistir.

Calismada  yapilan istatistiksel analizlere = (ANOVA) gore antijen
konsantrasyonlar1 sabit tutulup antijenler arasindaki fark incelendiginde istatistiksel
olarak en yiiksek degerlerin dPA83E antijeninden elde edildigi goriilmektedir (p<0.05).
Bu kapsamda, dPAS3E antijeninin etkinliginin diger antijenlere kiyasla daha yiiksek
oldugu sonucuna varilabilir. Ayrica ticari anti-PA mAb ve bitki de {iretilen anti-dPA83(E)
mAD ayni antijenler iizerindeki etkisi inpedent sample T test sonuglar1 incelendiginde
bitki de tiretilen anti-dPA83(E) afinitesinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0.05).

Ozetle laboratuvarimizda daha 6nceden yapilan ve tez ¢alismam dogrultusunda
elde edilen verilere gore PA83 varyantlarindan bitki gegici ekspresyon sistemi kulanilarak
Nicotiana benthamiana da in vivo deglikozilasyon stratejisi ile iiretilen dPA83(E)
antijenin alt birim rekombinant protein as1 aday1 olarak kullanilmasinin uygun oldugunu
gostermistir.

Bu caligsma bitki gegici ekspresyon sistemi kulanilarak Nicotiana benthamiana da
in vivo deglikozilasyon stratejisi ile iretilen antijenler, antikorlar ve rekombinant
enzimlerin gii¢lii bir altbirim rekombinant as1 aday1 oldugunu gdstermis ve ayni zamanda
literatiire biiyiik 6lctide katkilar saglamistir.
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