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OZET

SARS-Cov-2 Spike Proteininin Reseptor Baglanma Bolgesinin (RBD), Fc Bolge ile
Birlestirilmis Formunun Nicotiana Benthamiana Bitkisinde Miihendisligi ve
Uretimi

Ramazan Talha PALAZ
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dalh
Damsman: Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV

Haziran 2022; 32 sayfa

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2'nin (SARS-CoV-2) neden oldugu
koronaviriis hastalig1 2019 (COVID-19) pandemisi, kiiresel saglik ve ekonomi igin ciddi
tehditler olusturmustur. COVID-19 salgini, SARS-CoV-2 enfeksiyonuna kars1 giivenli
ve etkili agilara duyulan ihtiyact 6ne ¢ikarmaktadir. Gilinlimiizde birgok asi1 hastalikla
miicadele i¢in kullanilmakta ve gelistirilmektedir. SARS-CoV-2'nin spike proteinindeki
reseptor baglama alan1 (RBD), virlisiin konak hiicredeki anjiyotensin doniistiiriici
enzim 2 (ACE2) reseptoriine baglanmasindan sorumludur. Coklu baskin nétralize edici
epitoplar icerir ve COVID-19 asilarinin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir antijen gorevi
goriir. Fe, flizyon proteininin dogru katlanmasin1 destekler ve antijen sunan hiicrelere
baglanmay arttirir.

Bu tez ¢alismasinda RBD ve Fc bolgelerinin birlestirilmis formunun (RBD-Fc)
Nicotiana Benthamiana bitkisinde tiretimi amaglanmis olup bu baglamda yapilan
deneysel ¢alismalar basariyla gerceklestirilmistir. Sonug olarak RBD-Fc proteini N.
Benthamiana bitkisinde Ttretilmistir. Ayrica ftretilen proteinin ACE2 reseptoriine
baglanma afinitesi oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2), Fc fiizyon
proteini, Reseptor baglama alan1 (RBD), SARS-CoV-2
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ABSTRACT

Engineering and Production of the Receptor Binding Domain (RBD) of the SARS-
Cov-2 Spike Protein, Fused with the Fc Domain, in Nicotiana Benthamiana Plant

Ramazan Talha PALAZ
Master’s Degree Thesis, Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV

June 2022; 32 pages

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic, caused by the severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), has posed serious threats to
global health and the economy. The COVID-19 pandemic highlights the need for safe
and effective vaccines against SARS-CoV-2 infection. Nowaday, many vaccines are
used and developed to combat the disease. The receptor binding domain (RBD) in the
spike protein of SARS-CoV-2 is responsible for binding of the virus to the angiotensin
converting enzyme 2 (ACE2) receptor in the host cell. It contains multiple dominant
neutralizing epitopes and serves as an important antigen for the development of
COVID-19 vaccines. Fc promotes the correct folding of the fusion protein and enhances
binding to antigen presenting cells.

In this thesis study, it was aimed to produce the combined form of the RBD and
Fc regions (RBD-Fc) in Nicotiana Benthamiana plant, and experimental studies in this
context were carried out successfully. As a result, RBD-Fc protein was produced in N.

Benthamiana plant. In addition, it was determined that the produced protein has binding
affinity for the ACE2 receptor.

KEYWORDS: Angiotensin converting enzyme 2 (ACE2), Fc fusion protein, Receptor
binding domain (RBD), SARS-CoV-2
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AKADEMIK BEYAN
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “SARS-CoV-2 Spike Proteininin reseptor
baglanma bolgesinin (RBD), Fc bélge ile birlestirilmis formunun Nicotiana
Benthamiana bitkisinde Miihendisligi ve Uretimi ” adli bu g¢alismanin, akademik
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1. GIRIS

Koronavirlis hastaligt 2019 (COVID-19) siddetli akut solunum sendromu
koronaviriisii 2 (SARS-CoV-2)nin neden oldugu insandan insana gegebilen bulasici bir
hastaliktir. Ilk vakaya Cin'in Hubei eyaletinin Wuhan sehrinde Aralik 2019 tarihinde
karsilagilmistir. O zamandan beri yayilmaya devam etmis ve hala yayilmaya devam
eden bir pandemiye neden olmustur. Bilinen ilk vakanin deniz iriinleri toptanci
pazarinda ¢alisan ya da bu pazarda bulunan birinde oldugu belirlenmistir. Yarasa korona
virlis Ornekleriyle %96 genom seviyesinde benzerlik gostermektedir bu nedenle
hastaligin hayvan kokenli oldugu diisiiniilmektedir. Viral genomun analizi, yeni
koronaviriisiin filogenetik olarak 2002 yilinda viral bir salginin nedensel ajan1 olan ciddi
akut solunum sendromu koronaviriis (SARS-CoV)'e yakin oldugu bulunmustur. Bu
nedenle, yeni koronaviriis “SARSCoV- 2 ” olarakta adlandirilmistir. COVID-19'un
semptomlar1, hafif semptomlardan agir hastaliga kadar degiskenlik gostermektedir.
Yaygin semptomlari arasinda bas agrisi, koku ve tat kaybi, burun tikanikligir ve burun
akintisi, 0ksiirtik, kas agrisi, bogaz agrisi, ates ve nefes alma giicliigii yer almaktadir.

Koronaviriisler, tek zincirli, zarfli RNA viriisleridir. Koronaviriisler RNA
viriisleri igerisinde 27 ila 32 kb uzunlugunda, bilinen en biiyliik genoma sahiptir. RNA
viriislerinin replikasyonunda mutasyon oranlarinin DNA viriislerinden ¢ok daha yiiksek
oldugu diisiiniilmektedir ve kopyaladiklar1 baz miktar1 arttik¢a hata yapma olasiliklar
da artar, bu da yeni bir mutasyon gelismesine neden olmaktadir. Bu mutasyonlar viriise
yeni hiicre tiplerini, yeni tiirleri enfekte etme yetenegi kazandirabilmektedir.
Koronaviriislerdeki dort yapisal protein olgun viriis partikiilii (virion) olusumunda ve
infeksiyonun ortaya ¢ikmasinda gorev almaktadir. Bunlar; S (Spike) proteini, E
(Envelope) proteini, M (Membran) proteini ve N (Nucleocapsid) proteinidir (Tatar vd.
2020).

Hastaliga yakalanan bireylerin tedavi asamasinda hidroksiklorokin, azitromisin,
favipiravir, remdesivir, lopinavir/ritonavir gibi ilaglar kullanilmaktadir. Kullanilan bu
ilaglarin tamamen etkili oldugu kesin olmamakla birlikte, halen klinik ¢aligmalar devam
etmektedir. Bunun yani sira hastaliga yakalanmayi Onlemek amaciyla cesitli as1
calismalar1 yapilmaktadir. Bu asilarin tiimii viicudun bagisiklik sistemine COVID-
19’a neden olan virlisii glivenli bir sekilde tanitmayi ve yok etmeyi O0gretecek
sekilde tasarlanmistir. COVID-19 asilariin gelistirilmesi i¢in, {i¢ degisik yontem
kullanmaktadir. Bunlar, 1. Cansiz asilar: koronaviriisii bir hiicre i¢inde iretildikten
sonra bir sekilde etkisiz hale getirilmektedir. 2. Altbirim agsilari: koronaviriisiin diken
proteini gibi antijenleri nano-pargaciklar i¢inde sunulmaktadir. 3. Cekirdek asidi asilart:
Bunlar iki tiirliidiir; a) mRNA asilari: SARS-CoV-2 viriisiiniin diken proteinine ait
kalitsal bilgiyi (mRNA) igermektedir. b) Yoneyli (vektor) asilari: Bu asilarda SARS-
CoV-2'ye ait belirli bir kalitsal bilgi (gen, DNA) baska zararsiz bir virlise yliklenerek
yonlendirmektedir.
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Bugiine kadar, DSO tarafindan kayit altmna alinmis ve klinik calismalarda
denenen 50'den fazla as1 adayi bulunmaktadir. mRNA asilarindan Modern/NIAID ve
BioNTech/Pfzer asilar1 yarisi en Onde siirdiirmektedir ve bir yilda bu yarisi
bitirmislerdir. Yoneyli asilar AstraZeneca/University of Oxford, Johnson & Johnson ve
Sputnik V asilart; cansiz virlis asilardan Sinovac ve Sinopharm asilart uygulamaya
girmistir. (Alkan ve Canatan 2021).

Fakat bu asilar yeni olusan mutasyonlara kars1 ayni etkiyi gosterememektedir.
Bu nedenle diinya genelinde SARS-CoV-2 virlislerinin olast mutasyona ugramis tim
varyantlarina kars1 kararli bir vadeli bagisikliga sahip daha etkili COVID-19 asilarina
acilen ihtiya¢ duyulmaktadr.

RBD, SARS-CoV2’nin S1 alt biriminde bulunur ve virlisiin ACE2 reseptoriine
baglanarak viral girisine yardimci olarak Onemli rol oynamaktadir. Daha onceden
MERS, SARS-CoV ve HS5NI influenza gibi Fc bolge ile kaynastirilmis asilar
gelistirilmistir. Yapilan bu as1 calismalarinda Fc bolge ile birlestirilmis olan asilarin Fc
bolgesinden yoksun olan asilardan daha immiinojenik oldugu tespit edilmistir (Sun vd.
2021).

Fc reseptorii(Fc), B lenfositleri, folikiiler dendritik hiicreler, dogal oldiriicti
hiicreler, makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller, bazofiller, insan trombositleri ve mast
hiicreleri dahil olmak {izere belirli hiicrelerin yiizeyinde bulunan ve koruyucuya katkida
bulunan bir protein tlriidir. Fc reseptorleri, enfekte hiicrelere veya
istilac1 patojenlere baglanan antikorlara baglanmaktadir. Ayni zamanda
fagositik veya sitotoksik hiicreleri, mikroplar1 ve enfekte hiicreleri ¢esitli yontemlerle
yok etmek i¢in uyarmaktadir (Anderson 2003).

Ayrica Nicotiana benthamiana bitkisinde COVID-19'a karst umut verici ast
adaylar1 olarak reseptér baglama alani (RBD) varyantlarini basariyla tiretilmistir. Bu
tiretimde kullanilan bitki ekspresyon sistemleri yiiksek ekspresyon kapasitesine
sahiptirler ve rekombinant proteinlerin giivenli, hizli ve ucuz bir sekilde iiretimini
saglayabilmektedirler (Mamedov vd. 2021).

Bu tez ¢alismasi, yapilan bu aragtirmalar 1siginda Nicotiana Benthamiana
bitkisinde RBD-Fc¢ birlestirilmis formunun iiretimini ve karakterizasyonu islemlerini
kapsamaktadir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Covid-19 Pandemisi ve Sars-CoV2

Aralik 2019°da Cin’in Wuhan Sehrinde ortaya ¢ikan pndmoni vakalarindan izole
edilen ve Coronaviridae ailesinden oldugu belirlenen viriis “severe acute respiratory
syndrome coronavirus-2; SARS-CoV-2" olarak adlandirilmistir. Diger koronaviriisler
gibi hayvan kaynakli olan SARS-CoV-2’nin genetik analizleri, yarasa koronaviriis
popiilasyonlar1 ile ayn1 kdkene sahip oldugunu gostermektedir. Insanlar ve yarasalar
arasinda genellikle sinirli bir temas olmasindan dolayi, viriisiin yarasalar yerine insanlar
ile daha fazla temas halinde olan bir hayvan tarafindan bulagsmis olacagi
diistiniilmektedir. Bu diisiinceler konagin, evcil bir hayvan veya vahsi bir hayvan
olabilecegini diisiindiirmiistiir ancak heniiz belirlenmemistir (Mese vd. 2020).

Insanlar1 enfekte eden koronaviriislerin tarihgesi 1960 yillarma dayanmaktadir.
Ortaya cikis hikayesi Tyrell ve Boyne tarafindan iist solunum yolu enfeksiyonlu
cocuklardan izole edilen ve B184 olarak adlandirilan viriis ile baglamistir. Ayni
donemlerde Hamre ve Procknow soguk alginligi olan Tip Fakiiltesi Ogrencilerinin
orneklerinden izole ettikleri yeni bir virlis tanimlamiglardir. Bu iki viriis 6rnegi 229E
olarak adlandirilmistir. Tyrell’in dnciiliigiinde devam eden ¢alismalar ile 1960 yillarinin
sonlarina dogru bu yeni virlis grubunun bilinen myxo/paramyxoviruslar ile iligkili
olmadigr ve mikroskop goriiniimlerinin tavuklarda bronsiolit yapan viriisler ile
benzerlik gosterdigi kesfedilmistir. Elektron mikroskobu goriintiileri (Sekil 2.1) “TAC
BENZERI” ¢ikintilar tasidig1 belirlenen bu viriis grubuna, Latince tag anlamina gelen
“CORONA” kelimesinden ilham aliarak “CORONAVIRUS; CoV” adi verilmistir
(Mese vd. 2020).

Sekil 2.1. SARS-CoV?2 elektron mikroskobu goriintiisii
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2.2. Koronaviriisiin Genel Yapisi
2.2.1. Molekiiler biyolojik ozellikleri

Coronaviridae ailesinde siniflandirilan koronavirusler, insan ve hayvanlarda
solunum ve sindirim yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadirlar. Koronaviriisler zarfli
RNA virusleridir. Coronaviridae ailesi  Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus ve Deltacoronavirus olmak tizere 4 gruba ayrilmaktadir. Sars-CoV-
2 viriisii ise Betacoronavirus alt grubunda bulunmaktadir (Davies vd. 1979).

Koronaviriislerin  biiyiikliigii 80-220nm arasinda degismektedir. Uzerinde
cikintilar1 olan lipit yapida genis bir zarfa sahiplerdir (Sekil 2.2). Yaklasik 27-32 kb
uzunlugunda olan genomu, helikal simetrili bir niikleokapsid ile ¢evrelenmektedir. Tek
sarmal, pozitif anlamli RNA genomunun 5’ ucu baslikli (cap) ve 3’ ucu poliadeniledir.
Genomun 5’ucu translasyona ugramamig bdlge (UTR) igerir ve yaklasik 20 kb’lik
ORFla ve 1b bolgesi replikaz ve yapisal olmayan proteinleri (Nsp) kodlamaktadir.
Genomun 3’ ucu ise yapisal dort proteini (E, M, S, N proteinleri) kodlayabilen acik
okuma ¢ergevesine sahiptir (Davies vd. 1979).
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Sekil 2.2. Covid-19 genomunun bdlgeleri

2.2.2. Viriisiiniin Yapisal Proteinleri
2.2.2.1. Niikleokapsid (N) protein

Niikleokapsidi olusturan ve esas olarak Koronaviriis RNA genomuna baglanma
islevi gbren bir proteindir. Bu protein, viral genomla ilgili stire¢clerde yer alirken, viral
RNA'nin replikasyonu ve konagin viral enfeksiyona karsi hiicresel yanitinda gorev
almaktadir (Ulasli vd. 2010).

2.2.2.2. Membran (M) proteini
Viriislerin bir araya gelme asamasinda, Membran (M) proteini, hiicre zarlarini

viriis ve konake1 faktorlerin yeni viriis parcaciklari yapmak ig¢in birlestigi bolgede
gorevlidir. Bu protein, ¢cogalma bolgesindeki riboniikleoprotein (RNP) ve S
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glikoproteinleri ile etkilesime girerek veya bazi1 konak membran proteinlerini viral zarf
haricinde tutabilen bir Transmembran protein (M-M) etkilesimleri saglayarak
tiimlesmeyi tesvik eder (Ulasli vd. 2010).

2.2.2.3. Zarf (E) proteini

Zarf (E) proteini, baslica yapisal proteinlerin en kii¢iik ama ayni zamanda en
gizemli olanidir. Bu protein replikasyon dongiisii sirasinda enfekte olmus hiicrenin
icinde bol miktarda eksprese edilirken virion zarfina sadece kiigiik bir kismi dahil
edilmektedir. Zarf proteini Endoplazmik Retikulum ve Golgi’de konumlanabilecegi gibi
bu iki organel arasinda bir bolgede de bulunabilir. E proteini viriisiin patogenezinde ve
vironlarinin salinmasinda islemleri sirasinda 6nemli rol oynamaktadir (Ulasli vd. 2010).

2.2.2.4. Spike (S) proteini

Spike ya da S-glikoproteinindeki degisiklikler, konak¢1 Koronaviriis ve doku
farklilasmasindaki ¢esitlilikten 6nemli derecede sorumludur. Spike proteini S1 ve S2 alt
birimden olusan tip 1 membran glikoproteindir. S2 alt birimi viral ve hiicresel zarlarin
flizyonuna aracilik eden bir zar 6tesi proteindir, S1 alt birimi ise reseptor baglanma
fonksiyonlart ile iligkilidir.

Bu nedenle S glikoprotein duyarli hiicrelere viral baglanma daha kolay
saglanmaktadir ve bu sayede hiicre flizyonu gozlenmekte ve notralize edici antikorlari
indiiklenmektedir (Ulasli vd. 2010).

Nucleocapskd protein (N
i N — Membrane

glycoprotein (M)

Sekil 2.3. Dort yapisal protein vardir: Spike (S/Basak ) yiizey glikoproteini; membran
(M) proteini (turuncu); Niikleokapsid (N) protein; ve zarf (E) proteini
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2.3. Viriisiin Hiicre ile Etkilesimi

Damlacik yolu ile enfekte bir bireyin Oksiirmesi, hapsirmasi veya konustugu
sirada, solunum salgilarinda bulunan viriis, mukozayla dogrudan temas ederek bir baska
bireyi enfekte edebilme yetenegine sahiptir. Viriisiin yapisal proteinlerinden biri olan S
(Spike) proteini, viriisiin hiicre ile etkilesiminde 6nemli bir rol oynar. Bu protein hedef
hiicredeki reseptorii tanir ve viriisiin hiicre i¢ine girmesine aracilik eder. Koronaviriis
hastaligindan sorumlu SARS-CoV-2 viriisline aracilik etmekten sorumlu konakgi1 hiicre
reseptoriiniin ACE2 oldugu bilinmektedir (Gralinski vd. 2020).

ACE2, bir tip I transmembran proteinidir. Birgok hiicre tipinin yiizeyinde
bulunur. Hiicre fonksiyonlarmmin dilizenlenmesi i¢in, daha biiyiikk protein
Anjiyotensinojen’i keserek kiiciik proteinler iireten bir enzim olarak gorev almaktadir.
PCR(Polimeraz zincir reaksiyonu) testi sonuglari neticesinde, ACE-2'nin ayrica akciger,
bobrek ve gastrointestinal sistemde, SARS-CoV-2'ye sahip oldugu gosterilen dokularda
eksprese edildigini kanitlamistir. Yiizeyindeki sivri uglu proteini (Spike) kullanan
SARS-CoV-2 virlisii, hiicrelerin girisi ve enfeksiyonu oncesinde ACE2 ile anahtar kilit
modeli olusturmaktadir. Bu nedenle, ACE2, viriis i¢in reseptdr aracili hiicreye giris igin
bir kap1 gorevi gormektedir (Hoffmann vd. 2020).

Sekil 2.4°de goriilecegi lizere, virlis reseptore baglandiktan sonra S proteininin
yapisinda bir degisim meydana gelmektedir. Meydana gelen bu degisim virlisiin
hiicreye flizyonunu ve kilifin1 ¢ikarmasini daha kolay kilmaktadir. Kilifindan kurtulan
virlis, kendi RNA’smi hiicre igine serbest birakir. Viriis RNA’s1 hiicre i¢inde serbest
kaldiktan sonra genomun araliksiz transkripsiyonun sonucu olarak bir dizi mRNA
iiretilmektedir. Bu islem sirasinda, viral proteinlerle translasyon ger¢ceklesmektedir. Son
adim olarak olusan bu viral proteinler ve RNA genomu Endoplazmik Retikulum ve
Golgi cisimcigi i¢indeki virionlar iginde birleserek hiicre disina biitiin bir viriis halinde
serbest birakilmaktadir (Xu vd. 2020).
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2.4. Hastahi@in Tani ve Tedavisinde Kullanilan Yontemler
2.4.1. Hastaligin tanisi

Hastalar tiizerinde kullanilacak tani testinin se¢imi, bireydeki Covid-19
hastaliginin bulundugu evresine gore farkliliklar gostermektedir. Testin dogru sonug
vermesinde, 6rnek alma zamani ve 6zellikle molekiiler testlerde olmak iizere 6rnegin

kalitesi en 6nemli parametrelerden bir tanesidir.

Cizelge 2.1. Covid-19 tan testler

Tam Testi Numune Tipi Olciit
Viriis Tespiti Balgam veya Alveoler Lava) Stvis1 | Sars-CoV-2 meveut enfeksiyon
Immiin Yamt Tespin | Kan Sars-CoV-2"ye geenuste mamz kalma

Cizelge 2.1°de de goriilen Covid-19 tan testleri, temelde Niikleik Asit varligini
kontrol eden ve Antikor varligini (immiin yanit olusumunu) gozlemleyen testler olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Hastaligin tanisinda kullanilan testlerin temel prensibi, Sars-
CoV-2 viriisiiniin genetik materyalinin ya da antijenik materyalinin viriise karsi
olusturmus oldugu antikorlarin belirlenmesini temel almaktadir.

Viriis kiltiirii olusturulabilme imkan1 bulunsa bile laboratuvarlar i¢in bulasicilik
acisindan risk tasimakta olmasi ve 6zel donanim gerektirdigi icin bu secenek ¢ok fazla
uygun degildir. Bu nedenle klinik tan1 laboratuvarlarinda Sars-CoV-2’ye ait genomun
gbzlemlendigi molekiiler testler ile, antikorlarin saptandig: serolojik risk agisindan daha
giivenlidir (Patel vd. 2020).

2.4.1.1. Molekiiler testler

Mevcut kullanilmakta olan molekiiler testler PCR tabanli bir yontem ya da
sekanslima ile virlisii tespit eden genomik tekniklerdir. Sars-CoV-2 viriisiiniin tam
genomu, 10 Ocak 2020'de hastaligin goriilmesinden kisa bir siire sonra bilim insanlari
tarafindan yayinlanmistir. Devam eden siiregte ise Covid-19 i¢in tani1 protokolii
yaymlanmigtir. Pcr (Polimeraz zincir reaksiyon) bazli bu protokol, DSO (Diinya saglik
orgiitii) tarafindan kullanim i¢in uygun gériilmiistiir (DSO vd. 2020).

PCR testi ile viral kapsidi saran, E geninin varligi ve RNA'ya baghh RNA
polimeraz enzim geninin varlig tespit edilebilmektedir. Ancak viral RNA’y1 saptayan
testlerin basarisi, toplanan ornekte bulunan viral RNA’nin varligina bagli olarak
degismektedir. Test edilen en yaygin drnek tiirleri, nazofarenks ve/veya orofarenksten
alman siiriintii (swab) Ornekleridir. Ornek alma isleminden sonra, viral RNA’y1
swablardan ¢ozeltiye aktarmak i¢in bir viral transport medyum kullanilmaktadir. Daha
sonra viral RNA, bu ¢ozeltiden ekstrakte edilmekte ve gogalmasi saglanmaktadir (CDC
vd. 2019).
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2.4.1.2. Serolojik Testler

Serolojik testler grubuna, en yaygin kullanilan dolayli yoldan antikorlari
saptayan testler ornek gosterilebilir. Bu testler hastaligin ilk bulastigi donemlerden
sonra serumda virlise karst bagisiklik yaniti olarak olusan antikorlar1 belirlemektedir.
Diger solunum yolu hastaliklar1 i¢in antijen bazli hizli tani testleri ile olan deneyim
kiyaslanacak olursa, bu testlerin duyarliliginin ¢ok degisken olmasi beklenmektedir. Bu
durum her hasta grubunda farklilik gostermekle birlikte, Covid-19 hastalarinin yarisinin
veya daha fazlasinin gdzden kacirilabilecegi anlamina gelmektedir. Ayrica bu testlerde
yanlis pozitif sonuglarin ortaya ¢ikabilecegi ve silirecin uzamasi durumu da goz oniinde
bulundurulmasi gerekmektedir (Li vd. 2020).

Hizl1 bir tan1 testi olarak bilinen antikor testinin temel prensibi, kan veya plazma
numunelerinde SARS-CoV-2'ye karst gelisen IgG ve IgM antikorlarini nitel olarak
tespit edebilmeye dayanmaktadir. Yapilan bir arastirma, IgM-IgG’nin birlikte yapildigi
testlerin, ayr1 ayr1 IgM veya IgG tespiti yapan testlere kiyasla daha duyarli bir sekilde
sonug verdigi kanitlanmistir (Petherick 2020).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Kullamlan Organizmalar

Bir E.coli susu olan XL1Blue ve DH5« ile bir Agrobacterium susu olan EHA ve
AGL mevcut olarak bulunan Akdeniz Universitesi Tarmmsal Biyoteknoloji Boliimi,
Tarlan Mammedov hocamizin labaratuvarindan alinmistir. Ayrica tim bu deneysel
caligmalarda Tarlan Mammedov hocamizin labaratuvarinda yapilmstir.

Calismalarda kullanilan Nicotiana benthamiana bitkisi Akdeniz Universitesi
Tarimsal Biyoteknoloji boliimii iklimlendirme odasinda yetistirildi ve deneylerde 1-1,5
aylik biiyiitiilen bitkiler kullanildi.

3.2.Kodon Optimizasyonu

RBD-Fc fiizyon proteininin gen dizaym1 Tarlan Mammedov tarafindan yapilip
ticari bir vektor ile elimize ulagsmigtir. Daha sonra bu vektorden bitki ekspresyon
sisteminde kullanilmak {izere Agrobacrium tumefaciens susuna aktarilmistir.

3.3.Kullamilan Besiyerleri, Tampon Cozeltiler ve Digerleri
LB agarh Besiyeri (50mg/ml Kanamisin)

40 g LB-Broth Agar tartildi ve 1 litre otoklavli ddH2O icinde c¢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 1.5 ml 50
mg/ml stock kanamisin igerisinden 1 ml antibiyotik eklendi. LB agar Besiyeri
petrilerde 25 ml olacak sekilde dokiildii ve +4°C'de saklandi.

Kanamisin antibiyotik stogu(50mg/ml)

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

BBL Besiyeri (SYS)

800 ml otoklavli ddH»O igerisine 10 g soyahidrolat, 5 gr maya 6ziitii ve 5 g NaCl
eklendi. Tiim karisim manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii. Olusan ¢ozelti pH: 7.0 olacak
sekilde KOH ile ayarlandi ve son hacim 1 L' ye tamamlanarak; 121°C, 1 atm basingta,
30 dakika otoklavlandi ve +4°C'de muhafaza edildi.

MMA Ortami (10 mm MES, 10 mm MgCl2)

800 ml otoklavli ddH2O igerisine 1.952 g MES ve 2.03 g MgCl..6H20 eklendi.
Olusan karisim manyetik karigtiricada ¢ozdiiriildii. Cozelti Ph: 5.8 olacak sekilde NaOH
ile ayarlandi, son hacim 1 L’ ye tamamlanarak; 121°C, 1 atm basingta, 30 dakika
otoklavlandi ve +4°C'de muhafaza edildi.
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Asetosringon
Asetosiringon 100 mM stok olarak hazirlandi. 0,3924 g asetosiringon, 12 ml % 95
etanol ve 8 ml otoklavli ddH20 i¢inde ¢ozdiiriildii. Stok, 0.45 pm filtreden gegirildi ve
100 ul olacak sekilde -20°C'de muhafazasi saglnadi.

90 % Giliserol
90 birim 100 % gliserol ve 10 birim otoklavli ddH2O karistirildi. Soliisyon 121°C, 1
atm basingta, 30 dakika otoklavlanarak kullanima hazir hale geldi.

1X Fosfat Tamponlu Salin (PBS)
1 adet PBS tablet 200 ml otoklavli ddH20 igerisinde ¢ozdiriildi ve +4°C'de
muhafaza edildi.

DIECA (sodyum dietilditiokarbamat)

1 M (dieca mw:225,31g/mol) olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan DIECA, infiltre
edilen yapraklarin ekspresyon kontroliinde 2 mm, purifikasyon i¢in kullanilacak olan
biyokiitle i¢in ise 1 mm konsatrasyonda kullanilmistir.

5X Laemmli Tampon (5X SDS)

Laemmli buffer, igerisinde bulunan 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 pul Bromofenol mavisi (% 0.01) eklendi. Cozelti pH: 6.8 olacak sekilde
HCI ile ayarlandi. Dort birim protein 6rnegi ve bir birim 5X Laemmli Tampon ile
karistirilarak son konsatrasyon 1X olacak sekilde kullanildu.

% 40 Akrilamid / Bis-akrilamid Cozeltisi

194.8 g akrilamid 150 ml otoklavli ddH20 iginde ¢ozdiiriildii. Ardindan 5.2 g bis-
akrilamid iizerine eklendi ve ¢ozelti bir gece manyetik karistiricida birakilarak tamamen
¢ozgnmesi saglandi. Bu ¢oziinme isleminin ardindan hacim ddH2O ile 500 ml olacak
sekilde tamamlandi. Akrilamid / bis-akrilamid soliisyonu 151k ge¢irmeyen bir sekilde
+4°C’de muhafaza edildi.

1,5 M Tris-HCI Cozeltisi
185 g Tris, 800 ml otoklavlanmis ddH2O i¢inde ¢ozdiriildii. HCI ile pH: 8.8'e
ayarlanarak son hacim 1 L'ye tamamlandi.

0.5 M Tris-HCI Cozeltisi
800 ml otoklavlanmis ddH->O iginde 60 g Tris ¢ozdirildi. HCI ile pH: 6.8" e
ayarlanarak son hacim 1 L'ye tamamlandi.

10 % SDS Tamponu
90 ml otoklavli ddH2O igerisine 10gr SDS eklendi ve manyetik karistiricida
¢coziinmeye birakildi. Oda sicakliginda muhafazasi saglandi.

Siilfat / % 10 Amonyum (APS)
100 ug APS, 900 pl otoklavli ddH20 icerisinde ¢ozdiirtildii.

10
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5X TBS ve 1X TBS

12.115 g Tris ve 43.88 g NaCl, 800 ml otoklavlanmis ddH20O i¢inde ¢ozdiiriildi. pH,
HCI ile 7.5'e ayarlandi. Otoklavli ddH20 ile hacim 1 L'ye tamamlandi. Hazirlanan bu
cozelti 5X TBS tir.

1 hacim 5X TBS ve 4 hacim otoklavli ddH20 ile karistirilarak 5X TBS’ten 1X TBS
hazirlanir. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

Cizelge 3.1. SDS-PAGE veya WesterBlot analizi i¢in 10% Poliakrilamid jel
hazirlanmasinda kullanilan kimyasallarin miktarlar

Malzemeler ALT JEL UST JEL
Otoklavli ddH20 2.425 mi 1.98 ml
40 % Akrilamid- 1.25 ml 0.312 ml

Bisakrilamid Cozeltisi
1,5 M Tris-HCI 1.25ml -
0,5 M Tris-HCI - 0.787 ml
10 % SDS 50 pl 31.25 ul
TEMED 2.5 ul 3.125 ul
10 %APS 25 ul 15.62 ul

Yiiriitme Tamponu(Running Buffer)

800 ml otoklavli ddH20 igerisine 3.03 g Tris ve 14.3 g Glisin eklenerek manyetik
kanistiricida  ¢ozdiiriildii. Cozdirme islemi sirasinda ¢ozeltiye 10 ml 10% SDS
solusyonu eklendi ve son hacim 1 L' ye tamamlanarak hazir hale getirildi. Oda
sicakliginda muhafaza edildi.

Transfer Tamponu(Transfer Buffer)

800 ml otoklavli ddH20 igerisine 5.8 g Tris ve 2.93 g Glisin eklenerek manyetik
kanigtiricida ¢ozdiiriildii. Cozdiirme islemi sirasinda ¢ozeltiye 370 ul 10% SDS
solusyonu eklendi ve son hacim 1 L' ye tamamlandi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

Blotlama Cozeltesi (I-blok)
1 g blotting grade powder, 100 ml 1X TBS iginde ¢oziildii. +4°C’de muhafaza
edildi.

Jel boyama soliisyonu (Coomassie Blue)

100 ml glacial asetik asit, 500 ml metanol ve 400 ml ddH.O bir siseye eklenerek
karistirictya konuldu. Bu sirada karigima 1 gr Coomassie mavisi eklendi ve homojen
olarak renk alana kadar karistirilmaya devam edildi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

Destaining Solusyonu
200 metanol, 100 ml asetik asit ve 700 ml ddH20 siseye eklenerek mayatik

11
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karistiricida karigtirildi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.4. RBD-Fc¢ Fiizyonunun Bitki Ekspresyon Sisteminde Kullamlan A.
Tumafeciens’e Aktarimi

Oncelikle kodon optimizayonu yapilarak bir vektdr plazmit icerisinde
laboratuarimiza gelen RBD-Fc fiizyonu, Xhol ve Agel restriksiyon enzimleri ile
kesilerek agaroz jel elektroforezi yapildi. Bu islem sonrasi genin, jelden geri kazanim
yontemi ile vektdrden ayrilmasi saglandi. Daha sonra RBD-Fc flizyonu E.coli’nin
DH5a ve XL1-Blue suslarina aktarildi ve bu islemin ardindan tekrar agaroz jel
elektroforezi yapilarak kontrol saglandi (Sekil 3.1). Petriye kanamisin antibiyotik
direnci iceren petriye ekim yapildi ve 37°C’de 1 gece biiylimeye birakildi. Biiyliyen
kolonilerden tek koloni secilerek sivi besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 1 gece
calkamal1 inkiibatorde biiyiimeye birakildi.

Marker DHSo XL1Blue
Sekil 3.1. E.coli suslarinda bulunan RBD-Fc’nin agaroz jel elektroforezi goriintiisii

Bu islemlerin ardindan E.Coli’de bulunan RBD-Fc fiizyonumuz elektroporasyon
yontemi ile A. tumefaciens’in EHA ve AGL suslarina aktarildi. Bu islemin hemen
ardindan kanamisin antibiyotigi iceren petriye c¢izim yapilarak 3 giin 28°C’de
inkiibatérde biiyiimeye birakildi (Sekil 3.2). Daha sonra tek koloni se¢imi yapilarak
BBL siv1 besiyerine aktarildi ve 1 gece 28°C inkiibatorde calkalamaya birakildi.

12
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Sekil 3.2. Inkiibasyon Soa51 petride olusan koloniler

3.5. Nicotiana benthamiana Bitkisine A. Tumefaciens Aracihig: ile RBD-Fe¢ Fiizyon
Proteininin Infiltrasyonu

Laboratuvarimizda daha 6nceden elektroporasyon ile 4. Tumefaciens’e aktarmis
oldugumuz RBD-Fc fiizyon proteini 1 gecelik 28 °C c¢alkamali inkiibasyonun ardindan
biiylimesinin kontrolii i¢in spektrofotometre ile absorbans Ol¢limii yapildi. Yapilan
Olclim sonucu yeterli ise BBL ortaminda yeterince gelisen Agrobacterium kiiltiirleri
oncelikle 5000 g'de 5 dakika santrifiij ile ¢oktiiriildii ve pelletleri indiiksiyon i¢in 2 saat
Asetosiringon (150 uM) iceren MMA tamponun (10 mM MES, 10 mM MgCl,) da
yeniden oda sicakliginda manyetik karistir1 iizerinde inkiibasyona birakildi. 2 saatlik
stirenin ardindan bitkilere infiltrasyon yontemi ile RBD-Fc fiizyonunu igeren bu karigim
enjekte edilmistir (Mamedov vd. 2021).

:

Sekil 3.3. Nicotiana benthamiana bitkisine uygulanan agroinfiltrasyon iglemi
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3.6. Western Blot ile Ekspresyon Analizi

Infiltrasyonu yapilan biyomastan 5 giin sonratiim yapraklardan homojen bir
ornek alind1 ve kalan yaprak kiitlesi kullanilana kadar -80°C'de muhafaza edildi. Yaprak
numunesi, 3 kati hacimde ekstraksiyon tamponu (1X PBS, 2 mM DIECA) eklendi ve
havanda ezilerek homojen hale getirildi. Daha sonra ependorf tiiplere aktarilarak
20.000xg, 5dk, +4°C'de santrifiij edildi. Supernatant, pelletten ayrildi ve 4 hacim
supernatant ve 1 hacim Laemmli Tamponu karistirildi. Hazirlanan bu 6rnek su
banyosunda 100°C'de 5dk kaynatildi ve 10% poliakrilamid jelde, 100 Volt 15 dakika —
200 Volt 45 dakika yiiriitiildii. Daha sonra proteinler, transfer tamponu ile poliviniliden
florlir membran {izerine sandvi¢ metodu ile 100 Volt da 1 saat transfer edildi. Membran,
1 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida 1% I-blok ile muamele edildi. 10ul primer antikor
(anti-6XHis monoklonal antikor Cat. no. 652502) 10ml 1% I-blok hazirlanarak iizerine
eklendi ve 1 saat oda sicakliginda galkalayicida inkiibe edildi. 1 saat sonra I-blok ile 3
kere 5’er dakika yikama yapildi. Yikamalardan sonra temizlenen membran sekonder
antikor ile(Anti-Mouse IgG 3 pl + 10 ml I-blok) 1 saat oda sicakliginda calkalayicida
birakildi. 1 saatin sonunda 3 kere 5’er dakika I-blok ve 1 kere 5 dk’lik 1X TBS ile
yikandi. Membran son olarak 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. Son olarak
membranin, GeneGnome XRQ Chemiluminescence goriintiilleme sistemi (Syngene
Corp, ABD) kullanilarak goriintiileme iglemi yapildi.

3.7. SDS-page ile Rekombinant Protein Miktar Analizi

Pirifiye etmis oldugumuz proteinlerin miktar tayini icin SDS-page Elektroforezi
kullanilmaktadir. Daha 6nceden western blot i¢in hazirladigimiz 6rnekler tekrardan
SDS-page i¢in kullanildi. %10 jel hazirlanarak yilikleme yapildi. 100 Volt 15 dakika —
200 Volt 45 dakika yiiriitiildii. Elektorforezden sonra jel, boyanmak i¢in 6nce ddH20
bulunan bir kaba alind1 ve ardindan oda sicakliginda 1 saat galkalayicida staining
soliisyonu ile boyanmaya birakildi. Daha sonra ise jelin bant olmayan kisimlarmin
boyadan arinmasi i¢in destaining soliisyonu ile yikamasi yapildi. Bu islem ile jelin
gereksiz bolgeleri boyadan armdirilmis oldu ve bantlarin belirgin bir sekilde gortinmesi
saglanmis oldu.

Fotosentezde gorevli bir enzim olan Rubisco(Ribuloz 1,5 Bifosfat) molekiilii
bitkide ¢ok fazla miktarda bulunmaktadir ve piirifikasyon islmelerinde her zaman az
veya c¢ok miktarda Rubisco bulunabilir. RBD-Fc yaklasik olarak 55-56 kDa
agiligindadir. Rubisco ise 55 kDa agirliginda olup iki proteinde yaklasik olarak aym
agirliktadir. Bu nedenlerden dolay1 jelde tam olarak ayirt edilememis ve degerlendirme
islemleri spesifik olarak bizim istedigimiz proteinin (RBD-Fc) tayinini saglayan westen
blot analizine gore yapilmuistir.

14



MATERYAL VE METOT R.T. PALAZ

3.8. Ni-NTA Afinite Kromotografisi (IMAC)

Bitki tarafindan iiretilen rekombinant proteinler, HisPur ™ Ni-NTA re¢inesi
(Kat. No. 88221, Thermo Fisher) kullanilarak immobilize metal iyon afinite
kromatografisi (IMAC) ile saflastirilmaya tabi tutulmustur.

Baglanma tamponu, 20 mM sodyum fosfat, 300 mM sodyum kloriir, 10 mM
imidazol, pH 7.4 olacak sekilde hazirlanmigtir. Ekstraksiyon tamponu ig¢in, baglama
tamponuna 1 mM DIECA 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. Saflagtirma i¢in, RBD-Fc varyantini iceren yirmiser gram donmus bitki yapragi, 3
kat hacimde bitki agirligina sahip 6ziitleme tamponunda 6giitiilmiistiir 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) {izerine yiiklendi ve siitun, baseline’a ulagana kadar 10-
15 kolon hacmi (CV) yikama tamponu ile yikanmustir.

Proteinler 10 CV eliisyon tamponu ile eliisyonu saglanmistir. Eliisyon
fraksiyonlar1 0,5 ml olacak sekilde 10 farkli eppendorf olarak toplanmis ve yikanan
fraksiyonlardaki protein konsantrasyonlar1 Biodrop ile Ol¢ililmiistiir. Konsantrasyona
gore, birlestirilmis fraksiyonlar konsantre edilmis ve 10K MWCO Millipore
yogunlastirict ile PBS'ye karsi tampon degistirilmistir(Kat No: UFC801096, Merck).
Konsantre edilmis olan protein, kullanilana kadar —80°C'de muhafaza edilmistir.

°
[+
<« > - > « » - >
-9 o o
Q ]
- -a O‘Q‘b T
—> —p ¥ —b
o
2 ) o0
- > « - B> ==
E °s %
‘o o 0o
T ° o P
L °° °_) o o 4 9
Equilibrate Load scmple Wash Elute

Sekil 3.4. Polihistidin etiketli proteinleri saflastirmak i¢in kullanilan metot
(Sigmaaldrich)
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Sodyum Fosfat Tamponu (20 mm, pH 7.4)

IM igin: 28.38 g NapHPO4(Sodyum dibasic) 100 ml otoklavli ddH20 igerisinde
cozdiiriildi.

IM igin: 13.8 g NaH2PO4(Sodyum monobasic) 100 ml otoklavli ddH20 igerisinde
cozdiiriildi.

15.48 ml 1M NaHPOg4, 4.52 ml 1M NaH2PO4 ve 17.59 g NaCl 800 ml otoklavli
ddH20 igerisinde ¢ozdiiriildii ve NaOH ile ph 7.4’ e ayarlanarak kullanima hazir hale
geldi. Oda sicakliginda muhataza edildi.

100 mm Stok Imidazol
0.34 g Imidazol hassas terazide tartildi. 50 ml 20 mm sodyum fosfat tamponunda
¢Ozdiiriilii ve +4°C'de muhafaza edildi.

10 mm Imidazol, Baglanma tampon

10 kolon hacmi olacak sekilde 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). +4°C'de muhafaza edildi.

10 mm Imidazol, Ekstraksiyon Tamponu

Ekstraksiyon tamponu, ekstrakte edilecek olan bitki yapraginin 3 kati hacminde
(6rnegin 10 gr yaprak 6rnegi i¢in 30 ml ekstraksiyon tamponu) hazirlandi. 6 ml 100 mm
imidazol ve 54 ml 20 mm sodyum fosfat tamponu bir falkon tiipe eklenip, tampon
icerisine 1 mm olacak sekilde taze hazirlanmis 1M DIECA ilave edilerek vortex yardimi
ile 1yice karigmasi saglandi . +4°C'de muhafaza edildi.

25 mm Imidazol, Yikama Tamponu

12.5 ml 100 mM imidazol stok ¢ozeltisi, 37.5 ml 20 mm Sodyum fosfat tamponu
karistirildi. Kullanilana kadar +4°C'de muhafaza edildi. Kolon yikanirken flow through
biodrop(model vs) da dl¢lim yapildi. Konsantrasyon 0.01 olana kadar yikama islemine
devam edildi.

250 mm Imidazol, Eliisyon Tamponu

0,851 g imidazol hassas terazide tartild1 ve 50 ml 20 mm sodyum fosfat tamponunda
¢ozdiiriildii. Kullanilana kadar +4°C'de muhafaza edildi. Eliisyonlar 10 kolon hacmi
kadar toplandi.
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3.9. Hitrap Capto Q Purifikasyon Methodu

Daha 6nce de bahsetmis oldugum Rubisco sorunu nedeniyle proteinimiz tam
olarak saf elde edilememistir. Bu sorun sebebiyle sonraki asamalarda yapilacak olan
testlerin dogrulugu daha az olacaktir. Bu yiizden proteini daha saf hale getirmek amaci1
ile AKTA Start (Sekil 3.5) cihazindan HiTrap Capto Q kolonunu (Sekil 3.6) kullanarak
iyon degistirme kromotografisi yapilmistir.

Sekil 3.5. AKTA Start cihaz

RBD1-Fc proteini 20 mM Tris-HCI (pH:8.0) iginde gece boyu diyaliz edilerek
tampon degisimi yapildi. HiTrap CaptoQ FF 1 mL kolon (Sekil 3.6), Cizelge 3.2°de
belirtildigi kosullarda kurulan program dogrultusunda, 20 mM Tris-HCI ile dengelendi.
Tamponunu degistirmis oldugumuz protein O6rnegi kolona verilmeye baslandi. Daha
sonra kolon 8 CV dengeleme tamponu ile yikandi. Protein 8 CV eliisyon tamponu (20
mM Tris-HCI, 1M NaCl, pH:8.0) ile ayristirildi. Olusan grafik egrilerine gore farkli
graksiyonlar topland1 ve bu toplanan fraksiyonlar Western Blot ile analiz edildikten
sonra birlestirildi. PBS'ye kars1 tampon degisimi yapilarak konsantre edildi. Protein
Western Blot ile analiz edildi.

Sekil 3.6. Iyon degisim kromatografisinde kullandigimiz HiTrap CaptoQ kolonu
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Cizelge 3.2. AKTA sisteminde CaptoQ iyon degisim kromatografisi program kurulum
parametleri

Kolon hacmi (CV) 1mi
Akis iz 1.0 ml/min
Basing limiti 0.3 MPa
Ornek hacmi 3ml
Dengeleme tampon hacmi 10 CV
Yikama tampon hacmi 10 CV
Eliisyon Isokratik
Eliisyon hacmi 15CV
Fraksiyon hacmi 0.5ml

3.10. Stabilite Testi

Stabilite testi, proteinlerin farkli sicakliklardaki fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin zamana gore degisimlerini belirlemeyi temel alir. Saf olarak elde edilen
RBD-Fc proteini hacmi her tiipte 100 ng olacak sekilde ependorflara koyuldu. Haftanin
her giinii i¢in 1 6rnek olmak iizere toplam 7 6rnek 37°C inkiibatore kaldirildi. Her giin
bir drnek aliarak -80°C ye kaldirildi. Ayni sekilde her 3 giinde bir toplanmak {izere 5
ayr tiip de +4°C’ye kaldirildi. Her 3 gilinde bir tiip -80°C’ye kaldirilarak muhafaza
edildi. Bu sayede 15 giinliik +4°C stabilitesi yapilmis oldu.

Toplanan bu tiiplerde bulunan proteinlerin western blot analizi ile miktarlarina
bakilarak aktivitelerindeki degisimler yorumlandi.

3.11. RBD-Fc Proteininin ACE2’ye Baglanma Afinitesinin Elisa Testi ile Kontrolii

ELISA, enzime baglh immiinosorbent testi olarak da bilinir ve antikor tabanli bir
dogrulama prosediiriidiir. Sivt bir numunedeki bir antijeni tespit etmek ve miktarini
Olcmekte kullanilir. Temel prensibi enzim aktvitesine bagl renk degisikligine dayanir.
Bu deney, bitkide iiretmis oldugumuz saf halde bulunan RBD-Fc proteinin ACE2
reseptOriine baglanma afinitesini degerlendirmeyi amacglamaktadir.

RBD-Fc proteini, bikarbonat / karbonat kaplama tamponu kullanarak uygun
konsantrasyonlarda seyreltildi. Bir PVC mikrotitre plakasmnin (Sekil 3.7) kuyulari,
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plakanin iist oyuklarma 100ul antijen seyreltmesi pipetleyerek antijenle kaplandi.
Pozitif kontrol olarak daha énceden ACE2’ye baglanabilen bir protein kullanildi. Plaka
parafilmle kaplanarak gece boyunca 4°C'de inkiibeye birakildi.

Inkiibasyondan sonra plakalar, oda sicakliginda 2 saat siireyle blokaj tamponu ile
bloke edildi. Bloke edildikten sonra, ¢esitli konsantrasyonlarda ticari ve bitkide tiretilen
gACE2 ve dACE2 eklendi ve 3 saat 37 ° C'de inkiibe edildi.

2 saat sonra, her bir oyuga anti-His tag mAb (Cat. no. 6525 05, BiolLegend,
CA,United States) veya insan anti-ACE monoklonal antikor (Cat. no.375801,
BioLegend, CA, United States) ilave edildi. Plaka, bloke edici ¢ozelti (200 ul / kuyu) ile
ti¢ kez yikandi. Yikandiktan sonra kuyucuklar, anti-fare (Cat. no. 405306, BioLegend,
CA,United States) veya anti-sican + anti-insan IgG antikoru (Anti sigan kat. no.
MBS440123, Anti-insan kat. no. MBS440121, MyBioSource, San Diego, CA, United
States) ile inkiibe edildi. Plaka ii¢ kez 1X PBS-T yikama soliisyonu (5 dakika boyunca
200 ul / kuyu) ile y1ikandi. Her kuyuya 200 ul Substrat Soliisyonu (Sigma) eklenmistir.

' Daha sonra plaka, oda sicakliginda 30 dakika siireyle karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinden sonra plaka, ¢ok oyuklu bir plaka okuyucuda 450 nm'de okundu.

EER - T gk e
Sekil 3.7. Analizde kullamlan PVC mikrotitre plakasi

Kaplama Tamponu (15 mm NaCOsz, 35 mm NaHCOs3)
0.15 g NaCOsz(Sodyum karbonat) ve 0.29 g NaHCO3(Sodyum bikarbonat) 100 ml
otoklavli ddH20 igerisinde manyetik karistiricida ¢ozdiirildii.
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Yikama Tamponu (PBS-T)
200 ml 1X PBS igerisine 0.1% Tween-20 eklenerek hazilandi.

Bloklama Soliisyonu
200 ml 1X PBS igerisine 0.1% Tween-20, 1% blotting grade powder eklenerek
manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii.

Primer Antikor
10 ml 1X PBS igerisine konsatrasyonu 1ul/pg olacak sekilde primer antikor (anti-
6XHis monoklonal antikor Cat. no. 652502) primer eklendi .

Sekonder Antikor
Sekonder antikor 10 ml bloklama soliisyonuna 3ul Seconder antikor (Anti-Mouse
IgG) eklendi .

Fosfat-Sitrat Tamponu

0.2 M dibasic sodyumfosfat tamponu i¢in 2.83 g NaHPO4 100 ml otoklavli ddH20
da ¢ozdiiriildii. 0.1 M sitrik asit i¢in 2.10 g CeHgO7 100 ml otoklavli ddH2o igerisinde
¢ozdiirtldi. 25.7 ml Na;HPO4 ve 24.3 ml CeHgO7 karistirilarek ph 5.0’a ayarlandi.

OPD Substrat Soliisyonu(o-fenilendiamin dihidrokloriir)

20 mg sodyum perborat tableti (Katalog Numarasi P4922) 50 ml fosfat-sitrat
tamponunda ¢ozdiirildi. Kullanim Oncesinde 0.05 M olacak sekilde 30%
hidrojenperoksit eklendi.
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3.12. Verilerin istatistiksel Analizi

Calismalarda yapilan tiim deney ve analizlerin sonuglar1 bilgisayar ve
laboratuvar ekipmanlar1 ile diizenlenmistir. Elde edilen bu sonuglar Bulgular ve
Tartisma boliimiinde  gosterilmistir. Yapilan benzer calismalara bakilarak gerekli
yorumlamalar yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 A. Tumefaciens Aracihig ile Bitkiye Gonderilen Rbd-Fc Proteininin En Iyi
Ekspre Oldugu Sus ve Giiniin Belirlenmesi

Elektroporasyon sonrasi petride biyilitmiis oldugumuz A. Tumefaciens
varyantlarindan tek koloni se¢imi ve ¢oklu koloni se¢mi yapildi. Sivi besiyesi olan
BBL’e ekilerek 28°C 1 gece calkalayicida biiyiimeye birakildi. Ertesi giin 12 farkl
ornegin MMA ortamina aktarilarak N. Benthamiana bitkisine infiltrasyon iglemi yapildi.
4, 5 ve 6. Giinlerde yaprak toplanarak ekspresyon seviyelerini kontrol etmek igin
western blot analizi yapildi (Sekil 4.1).

dPA83, ng

|
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I 1
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Agrobacterium susu EHA'nin
farkh kolonileri

Agrobacterium susu AGL1'In
farkh kolonileri

Sekil 4.1. RBD1-Fc fiizyon proteinin Western Blot analizi ile ekspresyon tayini

Membran anti-His etiket antikoru ile etiketlendi. Bitkisel tiretilen dPA83 proteini
kontrol olarak kullanildi ve 50,100 ng olarak yiiklendi.

Yapilan western blot sonucuna bakilarak en fazla ekspresyon saglayan bant
(EHA susu N2 kolonisi, 4. Giin) ile biyokiitle eldesi i¢in ¢alismalara devam edildi.

4.2 RBD-Fe Biyokiitle Uretimi ve Analizi
Daha onceden yapilmis olunan western blot analizi sonucunda ekspresyonun en
fazla oldugu koloni ile en fazla ekspresyon saglanan giin baz alinarak 30 g biyokiitle

tiretimi yapildi. Uretilen biyokiitlenin western blot analizi yapildi ve protein varlig
tespit edildi (Sekil 4.2).
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Protein Standart, ng RBD-Fc, 4dpi

l'so 10 ! r_A_l

Sekil 4.2. N. Benthamiana bitkisinde iirteilen RBD-Fc protein biyokiitlesinin western
blot analizi

4.3. Elde Edilen RBD-Fc Biyokiitlesinin Piirifiye Edilmesi

Materyal ve metot kisminda bahsetmis oldugumuz Ni-NTA afinite
kromotografisi yontemi kullanilarak 30 g yaprak piiriye edilmis ve yapilan piirifikasyon
sonucu elde edilen 1.6 ml RBD-FC proteininin konsatrasyonu biodrop cihazi ile
Olciilmiistiir. Bu islemden sonra proteinin spesifik olarak miktarin1 belirlemek icin
western blot analizi yapilmistir (Sekil 4.3).

Protein Standart, ng RBD-Fc

s \/_/H

50 100 non »% %

Sekil 4.3. Piirifiye edilmis RBD-Fc proteininin western blot analizi
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Yapilan bu western blot analizi ve biodrop ile Olgiilen sonuglar farklilik
gostermektedir. Bunun en biiyiik nedeni ise proteinimiz ile birlikte kolona baglanan
Rubisco proteininden kaynaklandigr dusiiniilmektedir. Bu sebeple Rubiscodan
kurtulmak amaci ile materyal metod kisminda bahsedilen Hitrap capto Q purifikasyon
methodu uygulanmistir.

4.4, Hitrap Capto Q Purifikasyon Methodu ile Saflastirma Yapilmasi

Bir onceki kisimda da bahsedildigi gibi bu islem daha saf bir protein elde
edilmesi icin yapilmigtir. Bu yontem materyal metod kisminda anlatildigi gibi
yapilmistir. Islem sirasinda olusan grafige (Sekil 4.4) gore farkli fragmentler toplanarak
western blot analizi yapilmistir.

e AKTA start
Result:Result0S

220 —— Frac. Mark

UV Absorbance (mAU)

0.0 56 1.2 163 22.4 28.0 336 39.2 ans 50.4
Velume (mil)

Sekil 4.4. RBD1-Fc proteininin iyon degisim kromatografisi sonucu saflagtirma profili
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gPA83 std, ng RBD1-Fc proteins
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Sekil 4.5. AKTA sistemi kullanilarak iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan
RBD1-Fc proteininin Western Blot analizi. Bitki de iiretilen gPA83 proteini standard
protein olarak kullanilmistir. P1: Capto Q sonras1t RBD1-Fc protein; P2: diyaliz sonrasi
RBD1-Fc¢ proteini; P3: diyaliz 6ncesi RBD1-Fc proteini; P4: IMAC purifikasyonu ile
saflastirilmis RBD1-Fc proteini, M: boyanmis protein standardi

Yapilan bu kromatografi sonras1 Rubiscodan uzaklastirilmis daha saf bir protein
elde edildigi varsayilmaktadir.

45. Elisa Testi ile RBD-Fc Proteininin ACE2’ye Baglanma Afinitesinin
Degerlendirilmesi

N. Benthamiana bitkisinde iiretilmesini amagladigimiz ve basardigimiz RBD-Fc
proteini iiretmemizdeki temel amag¢ olan ACE2 baglanma afinitesinin degerlendirilmesi
icin materyal metot kisminda bahsi gecen Elisa testi kullanilmistir ve gorsel sonuglar
asagida goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Plate kaplama islemi. 1,2,3,10,11,12 numarali kuyucuklarda glikolize ACE2

ile yapilirken 4,5,6,7,8,9 numarali kuyucuklarda ise deglikolize ACE2 ile yapilmistir.

Pozitif kontrol olarak deglikolize Spike proteini kullanilmistir. Kullanilan ACE2 ve

Spike proteinleri Prf. Dr. Tarlan Mammedov tarafindan N. Benthamiana bitkisinde
tiretilerek daha dnceden testler ile aktivitesi kanitlanmistir (Mamedov vd. 2021)

Bu testin temel mantigi ise OPD soliisyonunda bulunan HRP(yaban turbu
peroksidazi) sayesinde enzim subsrat aktivitesine bagli olarak 450 nm'de tespit
edilebilen sari-turuncu bir renk vermesini saglar. Renk yogunlugu arttirk¢a baglanmanin
fazla oldugu anlasilir. 30 dk inkiibasyon sonrasi Orneklerin cihazda okuma islemi

yapildi. 3 tekrar seklinde yapilan bu deneyde okunan sonuglarin ortalama degerleri
alinarak tablo olusturuldu (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Yapilan 3’1 tekrarlarin ortalama degerleri. PBS negatif kontrol olarak
kullanilmistir

ACE2 RBD-Fc + RBD-Fc + Sp6 + Sp6 +
Konsantrasyonu PBS gACE2 dACE2 dACE2 gACE2
25 ng 0,055 0,409 0,452 0,33 0,202
50 ng 0,055 0,409 0,43 0,399 0,356
100 ng 0,055 0,398 0,329 0,45 0,414
250 ng 0,055 0,357 0,331 0,556 0,411
500 ng 0,055 0,38 0,34 0,627 0,453
1000 ng 0,055 0,389 0,411 0,889 0,778
2000 ng 0,055 0,634 0,535 1,086 1,035

Elde edilen bu degerler kullanilarak bir grafik olusturuldu(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. 450 nm’de yapilan 6l¢iim sonugclart ile elde edilen ortalama degerlerin
grafiksek gdsterimi

RBD-Fc Fiizyon Proteini ile gACE2 ve dACE2 Baglanma
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Grafikte gorildiigii lizere istenilen derecede yiiksek bir afinite olmasa da hem
dACE2 hem de dACE2’ye baglanma goézlenmistir. Sonug¢ olarak N. Benthamiana
bitkisinde tiretmis oldugumuz RBD-Fc fiizyon proteininin gACE2 ve dACE2 iizerinde
baglanma afinitesi tespit edilmistir.

4.6. RBD-Fc¢ +37°C ve +4°C Stabilite Degerleri

Bitki aracili ekspresyon sistemi ile iiretmis oldugumuz RBD-Fc¢ proteininin farkli
sicakliklarda aktivite degerlerini ne kadar korudugunu hesaplamak amaci ile stabilite
testleri yapilmigtir. Bu test materyal metot kisminda bahsi gectigi sekilde dizayn
edilerek yapilmistir. Islem sonrasinda toplanan orneklerin western blot analizi
yapilmistir(Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).

Yapilan western blot sonrast olusan bantlara bakilarak aktivite degisimleri
yorumlanmustir.

24 48 72 96 120 144
Initial hours hours hours hours hours hours
M [ k \ k \I_*_\ /_A_\ f l A A \ { A \
e Lo b Bam 3

— . e G S .

WDED P EDED G5 = = e - = T

Sekil 4.7. RBD1-Fc proteininin 37° C'de stabilitesi. Bitkide iiretilen saflastirilmis
RBD1-Fc proteini, 37 © C'de 24, 48, 72, 96, 120, ve 144 saat boyunca inkiibe edildi ve
Western blot (B) ile analiz edildi. Seritler ~ 150 ng RBD1-Fc ile yiiklendi. M: renk
onceden alinmis protein standardi
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Sekil 4.8. RBD1-Fc proteininin +4° C'de stabilitesi. Bitkide tiretilen saflastirilmig
RBD1-Fc proteini, +4 ° C'de liger giinliik arayla 15 giin boyunca inkiibe edildi ve
Western blot ile analiz edildi. Seritler ~ 150 ng RBD1-Fc ile yiiklendi. M: boyanmig

protein standardi

Western blot analizi sonuglarina bakilarak, 37 © C'de bekletilen proteinin 48 saat
sonra yaklasik % 50 bozunmaya ugrarken; +4°C'de ise stabilitesini korudugu

gbzlenmistir.
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5. SONUCLAR

Covid-19 pandemisi diinya c¢apinda hizla yayillmaya devam eden oldukga
patojenik bir koronaviriis hastaligidir. RBD SARS-CoV-2’nin S1 alt biriminde bulunan
ve ACE2’ye baglanarak viral girisine aracilik eden bir proteindir. Fc fragmenti ise daha
Oonceden yapilan ¢alismalarda immiinojeniteyi arttirici etkisinden dolayr RBD proteini
ile birlestirilmis bitki aracili ekspresyon sistemi ile iiretilmesi planlanmaistir.

Yapilan tez ¢alismalar1 kapsaminda oncelikle RBD-Fc varyantinin miihendisligi
ve klonlamasin1 gerceklestirdik. Bu genler bitki ekspresyon sisteminde kullanilan bir
bakteri olan A. Tumefaciens e aktarildi ve N. Benthmiana bitkisine infiltrasyonu yapildi.
Belirlenen giinde toplanan yapraklar Ni-kolonu kullanilarak saflagtirildi. Saflagtirma
islemi yapilan RBD-Fc fiizyon proteini daha saf hale getirilmek icin Akta start
cihazindan gecirildi. Bu islen sonrasinda RBD-Fc fiizyon proteininin ACE2’ye
baglanma afinitesini test etmek i¢in Elisa yontemi kullanildi. RBD-Fc fiizyon
proteininin gACE2 ve dACE2’ye baglandig1 gozlemlendi. Proteinin farkli sicakliklarda
aktivitesinin zamana gore degisikligine bakmak icin de stabilite testleri yapildi. Yapilan
bu testlerin tamamina sonucu ve degerlendirilmesi Bulgular ve Tartigma kisminda
bahsedilmektedir.

Ozetle laboratuvarimizda yapilan tiim bu denelerin sonuglarma bakilarak, RBD-Fc
flizyon proteininin miihendisligi ve {retimi basarili bir sekilde tamamlandigi
sOylenebilir.
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