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OZET

SARBON ASI ADAYI OLARAK PA83’UN YENIi MUTANT FORMUNUN N.
BENTHAMIANA BIiTKISINDE TASARLANMASI, EKSPSRESYONU,
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Rifat UNGOR
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Arahik 2017, 33 sayfa

Bacillus anthracis potansiyel biyolojik savas ajani olarak bilindiginden beri,
giivenli, diisiik maliyetli, etkinligi yiiksek ve uzun siireli stabiliteye sahip sarbon asisini
gelistirebilmek oldukga yiliksek onem tasimaktadir. Son yillardaki calismalar yiiksek
ekspresyon kapasitesi ve degerli rekombinant proteinlerin giivenli, hizli ve ucuz
tiretimine olanak saglamasi nedeniyle bitki temelli transient ekspresyon sisteminin umut
vaad edici teknoloji oldugunu géstermektedir. B. Anthracis’in bitkide tiretilen koruyucu
antijeni (PA) sarbona kars1 giivenli, etkili ve diisiik maliyetli as1 gelistirmede biiyiik
potansiyele sahiptir. B. Anthracis’in koruyucu antijeni glikoprotein degildir. Buna
ragmen, dizisi 9 tane olast potansiyel glikolizasyon bolgesine sahiptir ve Nicotiana
benthamiana bitkilerinde eksprese edildikleri zaman asir1 derecede glikozillenme
gosteriyorlar. Son zamanlarda PA83 antijeninin glikozillenmemis versiyonlari, ya in
vivo deglikolizasyon stratejisi (PNGase F veya Endo H temelli), (Mamedov vd. 2012;
Mamedov vd. 2016; Mamedov vd. 2017) ya da mutasyon (6 tane N-glikolizasyon
bolgesine yonlendirilmis mutagenez), (Mamedov vd. 2016) yaklasimi vasitasiyla
iiretilebilmistir. PA83’lin bu mutant formunu analiz ettigimizde, bir dnceki caligmada
mutasyon yapilmamis bolge olan fakat glikozillenme diizeyine sahip olan bir bolge olan
Asn-39’u bulduk. Bu c¢alismada, koruyucu antijeninin Asn-39 dahil 7 tane N-
glikolizasyon bolgesinin mutasyonu ile olusturulmus yeni mutant formu tasarland,
kodon optimize edildi, eksprese edildi ve N.benthamiana bitkisinde iiretildi. Kiyaslama
yapabilmek amaciyla PA83’lin 6 olast N-glikolizasyon bolgesinde nokta mutasyonu
tasiyan versiyonu N.benthamiana bitkisinde iiretildi. PA83’lin her iki mutant formu
IMAC afinite kolon kromatografisi yontemi kullanilarak saflastirildi ve saflastirilmig
protein stabilite analizi i¢in degerlendirildi.

ANAHTAR KELIMELER: Gegici gen anlatimz, in vivo deglikolizasyon, Koruyucu
Antijen, Sarbon as1 aday1.

JURI: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Prof. Dr. Nedim MUTLU
Dog. Dr. Ufuk CELIKKOL AKCAY



ABSTRACT

ENGINEERING, EXPRESSION, PURIFICATION AND
CHARACTERIZATION OF NEW MUTANT FORM OF PAS83 iN N.
BENTHAMIANA PLANTS AS ANTRAX VACCINE CANDIDATE

Rifat UNGOR
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
December 2017, 33 pages

Bacillus anthracis has long been considered a potential biological warfare agent,
and therefore, developing safe, low-cost and highly efficient anthrax vaccine with long-
term stability is important. Numerous studies in recent years demonstrated that plant
based transient expression system is a promising technology with high expression
capacity and provides safe, fast, inexpensive production of valuable recombinant
proteins. Plant produced PA of B. anthracis has great potential as a target for a safe,
effective, and low-cost vaccine against anthrax. Protective antigen of B. anthracis is not
a glycoprotein, however, its sequence has nine potential glycosylation sites and it has
been shown to be aberrantly glycosylated when expressed in Nicotiana
benthamiana plants. Recently, a non-glycosylated versions of PA83 antigen was
produced by in vivo deglycosylation strategy (PNGase F or Endo H based) (Mamedov
et al 2012; Mamedov et al 2016; Mamedov et al 2017) or by site-directed mutagenesis-
based approach, by mutation of six N-Glycosylations sites (Mamedov et al 2016). When
we analyzed this mutant form of PA83, we found that Asn-39 site, which was not
mutated in the previous studies has some level of glycosylation. In this study, a new
mutant form by mutation of seven N-glycosylation sites (including Asn-39) of
protective antigen was engineered, codon optimized, expressed and produced in N.
benthamiana plant. For comparison, version of PA83 containing point mutations in six
potential N-glycosylation sites was also produced in N. benthamiana. Both PAS83
mutants were purified using IMAC affinity column and purified protein were subjected
for stability analysis.

KEYWORDS: Anthrax vaccine candidate, in vivo deglycosylation, Protective Antigen,
Transient gene expression.

COMMITTEE: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Prof. Dr. Nedim MUTLU
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ONSOZ

Bu tez c¢alismasinda Sarbon hastaliginda tedavi amacgli kullanilabilecek
rekombinant PA83 proteininin mutant varyantlarinin karakterizasyonu ve tanimlanmasi
calismalan yiiriitiilmiistiir. Oncelikle tez konumun belirlenmesi asamasindan itibaren,
yonlendirmeleri ve yardimlar1 sayesinde tezimin sonuglandirilmasinda bana
danigsmanlik yapan hocam Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV a tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel galismalarim boyunca teknik olarak yardimlarini esirgemeyen ve her
zaman yanimda olan, desteklerini hi¢ esirgemeyen Ilaha MUSAYEVA, Kader CICEK,
Hemra KHOZEINI, Burcu GULEC’e ve laboratuvardaki tiim arkadaslarima tesekkiirii
borg bilirim. Bu zorlu siiregte tiim motivasyonumu bu kisilere bor¢luyum.

Uzun siireli ¢alismalarim sirasinda her zaman destegini esirgemeyen aileme ve
tiim dostlarima sonsuz tesekkiir ve minnetimi sunarim.
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GIRIS R.UNGOR

1. GIRIS
Sarbon hastaligi (Anthrax) genellikle ot yiyen hayvanlarda goriilmektedir.
Sarbon hastaligi bulasmis hayvanlarla temas ya da bunlar1 besin olarak tiiketmekle
insana bulasan, Bacillus Anthracis bakterisinin etken oldugu bir hastaliktir. Bu
hastaligin, oOliimle sonuglanabilme ihtimali oldugundan riski g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Cogunlukla Akdeniz iilkelerinde goriilmektedir. Asya, Afrika,
Giliney Amerika da hastaligin diinyada goriildiigi yerlerdir.

Amerika Birlesik Devletleri’nde, 11 Eyliil 2001 tarihinde yasanan biyoterdrizm
eylemleriyle sarbon biitiin iilkelerde yeniden dikkatleri ¢eken bir hastalik olmustur.
Sarbonun ortaya ¢ikis sekli ve kaynagi heniiz bilinmemektedir. Bu hastaligin biyolojik
bir silah olarak kullanildig1 ve laboratuvar caligmalar1 sonucu ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir. Daha ucuz bir silah olmasi, kaynaginin bol olmasi, saklanabilen bir
mikrobun yol ag¢masi, sarbonun neden biyolojik silah olarak kullanildigim
aciklamaktadir.

Sarbon tedavisinde kullanilan yontem antibiyotik tedavisidir. Bir¢ok antibiyotik
sarbon bakterisini yok edebilir. Fakat bakterilerin giin gectikge antibiyotiklere karsi
diren¢ kazanmasi1 tedavide farkli yontemlerin gelistirilmesini gerektirmektedir. Bu
hastaligin tedavisinde en etkili yontemlerden biri de asilama yoluyla bagisiklik
kazandirilip 6nlem alinmasidir.

Bu c¢alismada sarbona karsi, rekombinant protein lretilerek as1 gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Rekombinant proteinlerin gelistirilmesinde en énemli nokta islevsel
protein iiretmektir. Islevsel protein iiretebilmek igin birgok organizma konak olarak
kullanilmaktadir. Bu calismada rekombinant proteinleri iiretmek i¢in bitki ekpresyon
sisteminden yararlanilmistir. Bitkiler dretim sistemleri olarak hayvan patojenlerinin
kontaminasyonu bakimindan giivenilir olmalari, yiiksek {iretim kapasitesi ve nispeten
diisiik yatirnm gerektirmesi gibi bazi avantajlara sahiptir. Bitki temelli transient
ekspresyon sistemi as1 antijenleri, terapdtik proteinler, antibodiler ve endiistriyel
enzimler dahil ¢esitli rekombinant proteinlerin {retimi igin etkili olabilecek
teknolojidir. Bu sistemler diger ekspresyon sistemlerine kiyasla istiin yararlar
sunmaktadir; hizli diretim, diisik maliyet, yiikksek Ol¢eklenebilirlik, yiliksek iiretim
kapasitesi ve hi¢cbir memeli patojenlerini icermemeleri bunlardan en 6nemlileridir.

Yaptigimiz caligmada, sarbona karsi as1 gelistirme konusunda bilinen PAS3
proteinini deglikozillenmis formda N.benthamiana bitkisinde {iretebilmek igin
proteinlerin olas1 glikolizasyon bolgelerinden amino asit degisimi yapilarak tasarlanan
genler kullanilmistir. Mutant olarak tasarlanan genler sayesinde sarbon as1 adayi
proteinlerinin deglikolize formda iiretimi basarili sekilde gergeklestirilmistir. Uretilen
proteinlerin stabilite degerlendirmeleri yapildiginda, ayni proteinin glikozillenmis
formda olanina gore ¢ok daha yiiksek stabiliteye sahip oldugu gosterilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1.  Sarbon Hastah@

Sarbon sporlar1 1-2 um c¢apindadir ve bu 6l¢ii, sporlarin soluma yoluyla viicut
icine aliabilmesi ve alveolar yiizeylerde birikmesi i¢in optimaldir (Dixon vd. 1999).
Sporlarin soluma yoluyla viicut i¢ine alinmasi antimikrobiyal terapi saglansa bile
oldiiriiciidiir (Friedlander 2000). insanlar sarbon sporlari ile deri asinmasi, beslenme ve
soluma yoluyla enfekte olur. Deri yoluyla bulasan sarbon, antibiyotikler ile tedavi
edilebilir. Soluma yoluyla bulasan sarbon en oOldiriicii olan formudur (Plotkin vd.
1960). Sporlar soluma yoluyla alindiginda alveolar yiizey iizerinde birikir ve yerel
makrofajlar tarafindan inert partikiiller olarak sindirilir (Dixon vd. 1999; Friedlander
2000). Sporlar enfekte makrofajlardan mediastinal ve peribronsiyal lenf nodiillerine
tasinir. Bacilli makrofajlardan kurtulur ve boélgesel hemorajik lenfadenitiye neden olan
lemfatik sistem i¢inde engellenememis hiicre disi cogalma gecirir. Bacilli kan
dolasiminda yayilir ve hizlica replikasyona devam eder (Smith vd. 2000). Baslangi¢
belirtiler kirginlik ve yorgunluk ve 6ksiiriiktiir. 2-5 giinden sonra ates, iislime, yanak ve
boyunda deri alti 6dem gibi ani baslangi¢ belirtiler ortaya ¢ikmaya baslar. Solunumun
sekteye ugramasi nedeniyle 24 saat iginde 6liim gergeklesir (Brachman vd. 1999).

Teorik olarak bazi yaklasimlar mevcuttur: (i) Hastalik gelisimini dnlemek i¢in
asilama (i1) Sporlarin eliminasyonu (iii) Hastalik sistemik diizeye ulasmadan vejetatif
bacilli’yi 6ldiirecek antibiyotikler (iv) Sarbon toksinlerine karsi bilesik antitoksin terapi
(Duesbery vd. 1999) bunlardan bazilaridir. B. Anthracis enfeksiyonunda Kkritik
asamalar: Sporun dahil olmasi, ¢imlenmesi, bacillar ¢ogalma, yayilma ve toksin
tiretimidir. Sarbon sporu, distan ige dogru morfolojik olarak ekzospor, spor ceketi,
korteks, spor membran1 ve g¢ekirdek gibi birbirinden farkli katmanlardan olusur. Bu
yapilar siki-sikiya bibirine baglidir ve bu sayede sporun genetik materyalini koruyarak
zor ¢evre kosullarina karst sarbon sporlarini koruyarak uzun siire canli kalabilmesini
saglar (Hachisuka vd. 1966).

Dogal olarak meydana gelen sarbon, sarbonla infekte olmus hayvanlarla veya
hayvansal iiriinlerle temas sonrasinda ortaya cikmaktadir. Insanlarda ii¢ tip sarbon
enfeksiyonu meydana gelebilir. Dogal olarak ortaya ¢ikan solunum yoluyla bulasan
sarbon, suanda nadiren insanlarda hastaliga neden olabilmektedir. ABD’de 1978-1979
tarihleri arasinda sadece 18 vaka bununla ilgili olarak rapor edilmistir (Brachman vd.
1980). Deri yoluyla bulasan sarbon, yillik tahmini olarak 2000 vaka ile en yaygin ortaya
cikan sarbon ¢esididir (Brachman vd. 1999). Hastalik tipik olarak sarbonla infekte
olmus hayvanlarla temas sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir. ABD’de 1940-1944 tarihleri
arasinda sadece 224 vaka bununla ilgili olarak rapor edilmistir (Thomas vd. 1999).
1979-1985 tarihleri arasinda Zimbabve’de 10000 insan vakasi belirlenmistir ki,
vakalarin nerdeyse

Sindirim yoluyla bulasan sarbon yaygin olarak goriilmemektedir ve yetersiz
pismis, kontaminasyona ugramis etle beslendiginde ortaya ¢ikmaktadir. 1982’de kuzey
Tayland’da 24 vaka tespit edilmistir (Tekin vd. 1997).

Solunum yoluyla bulasan sarbon, spor tasiyan partikiillerin aleveolar alanin 1-5
um’lik kismina yayildiginda ortaya ¢ikar (Hatch 1961). Sporlarin bazilarin1 makrofajlar
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sindirir, bazilar1 ise liziz ve bozulmaya maruz kalir. Hayatta kalan sporlar lemfatik
sistem araciligiyla mediyastinal lemf nodiillerine tasiniyor ki, burda 60 giin sonrasina
kadar ¢imlenme meydana gelir (Lincoln vd. 1965). Bu siire¢ sporlarin vejetatif
hiicrelere transformasyonunun geciktirilmesinden sorumludur. Sporlar ¢imlenmeye
basladig1 andan itibaren hastalik hizli bir sekilde seyretmeye baslar. Cogalan bakteriler
toksin salgilamaya bagliyor, bu da hemoraji (kanama), edema ve nekroza neden olur
(Friedlander 1997). Insan i¢in LDs, (hastaliga maruz kalan kisilerin %50°ni 6ldiirmeye
yetecek doz) 2500/55000 solunan sarbon sporlaridir.

Deri yoluyla bulasan sarbon, o6zellikle enfeksiyona duyarli derideki daha
onceden olusmus kesik veya aginmalarda hastalik etmeni organizmanin birikmesiyle
olusuyor (Pile vd. 1998). Sporlar deri dokusunda ¢imlenmeye basladiktan sonra siireg,
toksin tiretimiyle ve bolgesel edemayla sonuglanir. Sindirim yoluyla bulasan sarbon ise,
sindirim borusunun iist ve alt bolgelerinde hastalik etmeni sporlarin birikmesi ve
¢imlenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir.

2.2. Bacillus Anthracis

B. Anthracis, Gram-pozitif, aerobik, fakiiltatif anaerobik, 1-1.5 um genisliginde,
3-10 um uzunlugunda ¢ubuk sekilli bakteridir. B. Anthracis’in en 6nemli yonii dormant
sporlar olusturabilmesidir (Julia vd. 2005). Sarbon sporlart diinyanin her yerinde
toprakta dogal olarak bulunur, uzun siire varligini koruyabilir, 1s1, kuraklik, ultraviyole
1sinlari, gamma 1s1masi gibi zor kosullara karsi oldukga yiiksek direnci vardir (Driks
2002).
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Sekil 2.1. Bacillus Anthraci ‘in taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiisii.
(Fotograf : CDC - Janice Haney Carr).

Bacillus anthracis in baslica virulans faktorleri poli-D-glutamik asit ve {i¢ tane
protein eksotoksin bilesigidir: Koruyucu antijen (PA, 83 kDa), letal faktor (LF, 90 kDa)
ve edema faktor (EF, 89 kDa) (Vodkin 1983; Robertson 1988; Ezzell 1999). Sarbon
toksini, letal toksin ve edema toksini igerir ve bunlar ikili kompleks olusturup, sirasiyla
edema faktor (EF), letal faktor (LF) ve koruyucu antijenle (PA) birlesir. Bu proteinler
birbirilerinden ayr1 sekilde toksik olmayan monomerler olarak salgilanirlar (Mamedov
vd. 2016). EF kalmodulin-bagimli adenilat siklazdir ve konagin ATP’sini kullanarak
hiicre i¢i siklik AMP’nin iiretimini katalizler (Drum vd. 2002). LF, mitojenle aktive
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olan protein kinazkinaz1 inaktif eden ¢inko metalloproteazidir ve Ozellikle
makrofajlarda etki gosterir (Pannifer vd. 2001; Hanna 1999). Sarbonun siddetli
belirtilerinin agiga ¢ikmasina letal toksin neden olur. Letal ve edema toksin ikisi birlikte
konak savunma mekanizmasinin bozulmasinda yer alirlar.

Bacillus anthracis’in baglica virulans faktorleri tam virulans i¢in gerekli olan
pXO1 ve pXO2 plazmidlerinden eksprese olmaktadir. pXO1 iki bileskenli antraks
toksinlerinin {i¢ bileskenini eksprese etmektedir; edema faktor (EF), letal faktor (LF,
enzimatik olarak aktif altiinite) ve PA (baglama altiinitesi). EF ve LF yarismali olarak
PA ile baglanarak biyolojik olarak aktif ikili toksinler olan sirasiyla LT ve ET’yi
olusturmaktadir (Keitel 2006). PA i¢in hiicresel reseptorler; tiimor endotelyum marker
(TEM)-8 varyant 2, (TEM)-8 varyant 1 ve insan kapiler morfogenez gen 2’dir (Scoble
vd. 2003; Barth vd. 2004). Spesifik hiicresel reseptorlere baglandiktan sonra 83 kDa’lik
PA konak hiicre yilizeyinde Furin tarafindan proteolitik aktivasyona maruz kaliyor.
PA83’iin PA63’e kesilmesi hiicre membraninda halka bigimli homo heptamerik, pH-
bagimli ion gegirgen kanalin birlesmesiyle sonuglanir (Petosa vd. 1997). Prepor
heptamer daha sonra EF veya LF ile kompleks olusturur. Toksin kompleksleri
endositoza maruz kalir ve asidik kompartmana tasinir. pH bagimli konformasyonel
degisimi takiben kanal LF ve EF’nin sitozola taginmasini iistlenerek saperon benzeri
islev goriir (Krantz vd. 2005; Lacy vd. 2005).
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Sekil 2.2. Sarbon toksinlerinin molekiiler seviyedeki etkisi. 1) Koruyucu antijen bir
reseptore baglanir (ATR veya CMG2). 2) Furin proteazi ile ayrilma PA20’yi ¢ikarir. 3)
PA63’ler bir araya gelerek heptamerik yapiyr olusturmaya baglar. 4) EF ve LF
heptamere baglanir. 5) Kompleks endositize edilir ve asidik intraseliiler boliim ile alig
veris yapilir. 6) Bu yap1 diisiik pH nin etkisi ile bir gozenek haline doniisiir ve EF ve LF
sitozole yerlesiyor. EF, cAMP olusumunu katalize eder ve LF, proteolitik olarak
MAPKKSs’y1 inaktif eder.

LF, mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz (MAPKK) 1 ve 2’yi keserek
MAPK sinyal transdiiksiyon yolagmi inhibe eden 85 kDa’lik metalloproteazdir
(Duesbery vd. 1998). LT, makrofajlardan sitokinlerin salinmasini stimiile eder, aktive
olmus makrofajlarin apoptozonu indiikler, dendritik hiicre islevini bozar, hipoksiyi
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indiikler ve insan endotelyal hiicrelerinin apoptozuna neden olur (Kirby 2004). LT
ilaveten platelet islevini bozar ve norotrofilaktin temelli hareketi felg eder (During vd.

2005).

EF, hiicreler arasi siklik adenozin monofosfat (cAMP) diizeyini yiikselten 89
kDa’lik kalmodulin bagimli adenilat siklazdir (Leppla 1982). Bu artis lemfosit
cogalmasi, fagositoz, oksidatif artis, bozulmus hiicre-immiin yaniti ve proinflamatuar
sitokinlerin saliniminin stimiile edilmesi gibi ¢esitli hiicresel yanitlar1 inhibe eder. ET
ise, hiicre Oliimiine aracilik etmektedir. ET ve LT aracili toksisite innat ve adaptif
immiin yanitin ikisini de bozar ve nekroz, edema, eflizyonlar, kanama, hipoksi ve sok
ile sonuglanmaktadir (Inglesby vd. 2002).

pXO02 poli-D-glutamik asit sentezlenmesinden sorumlu proteinleri eksprese
etmektedir. Kapsiil icerisine alinmig organizmalar fagositoza karsi direnglidir fakat
kapsiillenememis olanlar fagositler tarafindan oldiirilir (Makino vd. 2002). Kapsiil
endosporu serum i¢indeki diger bakterisidal bilesiklerden koruma islevi goriir. Bu
kapsiil sarbon enfeksiyonu siiresince onemli rol oynamaktadir ama hastalik fazi
stiresince onemli degildir.

2.3. Sarbona Kars1 As1 Gelistirme

Koruyucu antijen (PA), sarbon hastaligina karsi as1 gelistirmesinde en 6nemli
molekiildiir (Aziz vd. 2002). Bacillus anthracis’in baslica virulans faktorleri poli-D-
glutamik asit ve ti¢ tane protein eksotoksin bilesigidir; koruyucu antijen (PA, 83 kDa),
letal faktor (LF, 90 kDa) ve edema faktor (EF, 89 kDa) (Vodkin 1983, Robertson 1988,
Ezzell 1999). Bu ii¢ proteinin hig birisi tek basina toksik degildir, fakat PA, letal faktor
ile birlestiginde letal toksin olusuyorken edema faktor ile birlestiginde edema toksin
olusuyor (Leppla 2000). Bu toksinler sirasiyla hiicre 6liimiine ve edemaya neden olur.
PA kodlayan gen Bacillus anthracis’in pXO1 plazmidinin pagA lokusunda bulunur
(Hoffmaster 1999; Okinaka vd. 1999). Bu gen AT’ce zengin (69%), sistein tagimayan,
735 a.a biiyiikliiglinde protein salgilayan, 2205 bp kodlanan 2319 bp uzunlugunda acik
okuma ¢ergevesinden olusur (Bhatnagar vd. 2001).

Sarbon asilarinin insan kullanimina uygun sekilde gelistirilmesi 1940’larda
baglamis ve sarbonun biyolojik silah olarak kullanimina baglanmasiyla as1
gelistirilmesine odaklanilmistir. 1970 tarihinde koruyucu antijen (PA) hiicre serbest
filtratindan hazirlannms altiinite asis1 olarak kullanilan Adsorbe olmus sarbon asisi
olarak isimlendirilen AVA veya Biotraks tek ruhsatli sarbon asisidir (Turnbull 1991).
Asmin hazirlanmasinda kullanilan soy toksigenik, non enkapsiile soy olarak bilinen
V770-NP1-R’dir (Joellenbeck 2002). Filtrat, PA igeren hiicresel iiriinlerin karisimimdan
olugsmaktadir ve adjuvant olarak islev goren aliiminyum hidroksid iizerine adsorbe
olmustur (Turnbull 2000). Biotraks kullaniminin olusturdugu en biiyiik engellerden bir
tanesi as1 LF, EF dahil diger sarbon proteinlerini igerebilmekte, bu durum anafilaksi
dahil bazi alerjik reaksiyonlara ve hatta 6liime neden olabilmektedir. ilaveten as1
yalnizca kisitli koruma saglamaktadir (Friedlander vd. 1999; Schneemann vd. 2009).
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2.4.  N-Bagh ve O- Bagh Glikolizasyon

Okaryotlarda N-glikan sentezi endoplazmik retikulumda (ER) kismen korunmus
olmasina ragmen golgi cisimciginde N-glikan ve O-glikan biyosentezi biiyiik oranda
spesifiktir ve bitki ve memelilerde glikoproteinlere bagli farkli oligosakkarit yapisi ile
sonuclanmaktadir (Gomord vd. 2010). Terapétik glikoproteinlerin tiretimi i¢in memeli
hiicre hatlarina alternatif olarak bitkilerin kullanilmas1 bitkide protein N-
glikolizasyonunun bitkiye uygun olarak optimizasyonunu gerektirmektedir. Swiss-Prot
veri bankasinda biofarmasétik olarak kabul edilen 6karyotik proteinlerin %50 den ¢ogu
glikoproteinlerdir (Walsh vd. 2006). Karbonhidratlarin proteinlere baglanmasi iki farkli
kategoride simiflandirilir. N-Glikanlar, protein zincirinde asparajinin (Asn) amid
grubuna baglanir ve O-Glikanlar, serin (Ser) treonin (Thr) hidroksilizin veya
hidroksiprolin (Hyp) kalintilarina baglaniyor.

N-glikolizasyon lipid-bagli oligosakkaritlerin yeni olusmus polipeptidlere es—
translasyon veya translasyon sonrasi transferi olacak sekilde endoplazmik retikulumda
(ER) gergeklesir. O-Glikanlar endoplazmik retikulum (ER) ve golgi cisimciginde
katlanmis proteinlere monosakkaritlerin transferi asamasinda sentezlenir (Gomord vd.
2010). insan hastaliklarmn terapisinde bitkide iiretilmis farmasétiklerin kullaniminda
en bliyiikk engel biofarmasétiklerde bitkilerin insan tipi glikolizasyon yapamamasidir.
Bitki  hiicrelerinde  protein ~ N-glikolizasyonu  oligosakkarit ~ prekiirsoriin,
(Glc3Man9GIcNAc2) dolikol lipit tasiyicidan korunmus N-glikolizasyon dizisinin
(Asn—X-Ser / Thr) spesifik Asn kalintisina transferiyle baslar. Oncelikle olgunlasmamis
proteine transfer basliyor, sonra glikoprotein salgi yolagi boyunca taginiyor ve N-glikan
yiilksek mannoz tipi N-glikanlart olusturmak i¢in glukoz ve mannoz kalintilarinin
uzaklastirilmasi gibi asamalari igeren bazi olgunlasma islemlerine maruz kaliyor ve en
sonunda ER ve golgi aparatinda kompleks N-tipi glikan olusumuna neden olan yeni
sekerlerin ilavesi gergeklesiyor. Bitkilerde bulunan B 1,2-ksiloz ve o 1,3-fukoz
memelilerde bulunmazken, memelilerde bulunan B 1,4-galaktoza bagl sialik asit
bulunmaz (Lerouge vd. 1998).
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Sekil 2.3. N-bagl seker zincirlerinin prekiirsor ve g¢ekirdek bolge yapisinin ¢izimi

(Hudson vd. 2010).
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Sekil 2.4. O-bagl glikolizasyon yolaginin kiigiik bir kisminin ¢izimi (Hudson vd. 2010).
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Sekil 2.5. PNGase F ve N-bagh glikanlarin ¢ekirdeginde endoglikozidaz hassas baglar.
PNGase F GIcNAc ve Asn arast bagi kesiyor ve Asn’yi Asp’ye doniistiiriiyor.
Endoglikozidazlar (H, D, and F) ¢ekirdek bolgede iki GICNAC arasi bagi keserek bir
tane GICNAC’yi proteine bagli olarak birakiyor (Hudson vd. 2010).

Memeli ve bitki hiicrelerinin her ikisinde de glikan islenme mekanizmalari
endoplazmik retikulum (yiiksek mannoz) ve golgi aparatinda (kompleks glikan)
yerlesiyor. Hedef proteinin bitkide iiretilmesi iki temel stratejiyle gerceklesiyor;
transgenik ve transient gen ekspresyonu (Mamedov 2010). Transgenik sistemde, hedef
gen bitki niiklear genomuna veya kloroplast genomuna birlesir. Transient gen
ekspresyon sisteminde ise, hedef geni tasiyan genetik olarak tasarlanmis bitki virtisleri
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bitkiye dahil oluyor ve rekombinant protein bitki konak genomuna dahil olmadan
eksprese oluyor (Franken vd. 1997; Daniell vd. 2001). Transient gen ekspresyonu stabil
transformasyona kiyasla gesitli avantajlara sahiptir; zaman ag¢isindan verimli olmasi,
hedef proteinin yliksek ekspresyonu, sistemin 6lgeklenebilir ve istikrarli olmasi, daha az
cevresel hasarla tliretim olanagina sahip olmasidir (Yusibov vd. 2006; Roy vd. 2010).

Cizelge 2.1. Rekombinant terapétik iiretim sistemlerinin kiyaslanmasi

Konak Uretim Uretim Uretim | Glikolizasyon Patojen | Saklama Etik
maliyeti zamani kalitesi riski maliyeti endiseler
Bakteri Diisiik Kisa Diisiik Yok Orta Orta Orta
Maya Orta Orta Orta Var (kullanissiz) Diisiik Orta Orta
Memeli Yiiksek Uzun Cok Var Yiiksek Pahali Orta
yiiksek
Bocek Yiiksek Uzun yiiksek Var (kiigiik Orta Pahali Orta
farkliliklar)
Transgenik Yiiksek Cok Cok Var Yiiksek Pahali Yiiksek
Memeli uzun yiiksek
Bitki hiicre Orta Orta yiiksek Var (kiigiik Diisiik Orta Orta
kiiltiirii farkliliklar)
Transgenik | Diisiik- orta Uzun Yiiksek Var (kiigiik Diisiik Diisiik Orta
Bitki farkliliklar)

Genellikle ¢cogu terapotik protein bioaktiviteleri, farmakokinetikleri, stabiliteleri
ve ¢ozinirlikleri i¢in en azindan proteolitik kesilme ve glikolizasyona gereksinim
duymaktadir.

Cogu bitki proteini salgi yolaklarinda preprotein olarak sentezlenir. Diger
okaryotik hiicrelerde oldugu gibi bitki hiicresinde de proteinler salg1 yolaklarma amino
terminal sinyal peptidiyle yonlendirilir. Sinyal peptidleri kesildikten sonra proteinler ER
limenine salinir. Artik protein dogru bir sekilde katlanabilir veya birlesebilir. Cogu
bitki proteinleri ER limenini proprotein olarak terk eder ve proprotein, proteinin salgi
yolaginda proteolitik olgunlagmasi sirasinda kaybolacak polipeptidler igerir. Terapotik
proteinlerin ¢ogunda seker Asparajinin amid nitrojenine (N-glikolizasyon) veya peptid
zincirdeki Treonin veya Serinin hidroksil ucuna (O-glikolizasyon) baglanir.
Karbohidratlarin polipeptid zincire baglanmasi proteinin termal denatiirasyona
dayaniklilik, proteolitik parcalanmadan korunmasi ve ¢oziiniirliigii gibi fizikokimyasal
ozelliklerini kuvvetli bir sekilde etkiler (Gomord vd. 2004). Ayn1 zamanda proteinin
immiinogenetik 6zelligi, spesifik aktivitesi ve ligand-reseptor etkilesimi gibi 6nemli
biyolojik islevlerini degistirebilir. Glikoprotein salgi yolagi boyunca taginirken
Asparajine N-bagli oligosakkarit ER ve golgi cisimciginde seker ilavesi veya kesilme
slireglerini igeren bazi protein olgunlagma reaksiyonlarina maruz kalir. Bitki ve memeli
N-glikan olgunlagsmalarindaki temel farklilik; memelilerde golgi cisimciginde o (1,6)-
bagli fukoz kalintilar1 ve terminal sialik asit olusurken; bitkilerde  (1,2) ksiloz ve o
(1,3) fukoz dallanmasi olusur. Bitkilerde N-glikolizasyonun dizayni sirasinda farkli
stratejiler uygulanabilir. En mantikli strateji immunojenik glikanlarin bitkide iiretilecek
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farmasotiklere ilavesini engellemektir. Bunun i¢in protein ER igerisinde depolanmali
yani immunojenik glikopeptidlerin eklendigi Golgi sisternasina gegisi engellenmelidir.
Bu nedenle proteinin karboksi terminaline KDEL dizisi eklenir. Bu sayede proteinin
immunojenik aktvisitesini diislirecek yiiksek mannoz tipi N-glikanlarin proteine
eklenmesi  engellenmis  olacaktir. Bir diger Onemli strateji ise Golgi
glikoziltransferazlarin  inhibisyonudur. o (1,3) fukoziltransferaz ve [ (1,2)
ksiloziltransferazlarin genlerinin susturulmasi proteinin bitkiye spesifik glikoepitoplar
olmadan iretimini sagliyor (Koprinovova vd. 2003). Bir diger cazip strateji ise
bitkilerde bitki N-glikanlarini memeli glikoziltransferazlarin1 eksprese edecek sekilde
tasarlamaktir. Antibodiler, kan proteinleri ve interferonlar gibi cogu terapdtik
glikoproteinlerin biyolojik aktivitesi onlarin glikolizasyon durumuna baghidir ve bu
biofarmasdtiklerin heterolog ekspresyon sisteminde glikolizasyon yetenekleriyle birlikte
tiretilmesi durumunu agiklamaktadir (Balen vd. 2007).

Bacillus anthracis’in  potansiyal biyolojik silah olarak kullanilmaya
baslandigindan beri acil durumlarda toplu olarak asilamanin yapilabilmesi i¢in uzun
donem stabiliteye sahip giivenli, diisiik maliyetli, yiiksek verimli sarbon agisina
gereksinim duyulmaktadir. Bilim insanlar1 sarbon toksininin 6nemli bileskeni olan
rekombinant koruyucu antijen (rPA) temelli sarbon asis1 tretmek igin cesitli
girisimlerde bulunmustur. Bu baglamda bitkiler rekombinant protein {iretimi i¢in
nispeten diisiik tiretim maliyeti, hizli 6l¢eklenebilirligi ve giivenilir olmalar1 bakimindan
umut vaad edici platformdur. Bacillus anthracis’in koruyucu antijeni dogal ortaminda
bir glikoprotein degildir; buna ragmen potensiyal N-bagli glikolizasyon bdlgeleri tasiyor
ve bu sayede bitkiler dahil herhangi bir ekspresyon sisteminde asir1 miktarda
glikozillenerek, proteinin yanlis katlanmasmna yol actigindan epitoplarmin
maskelenmesine neden olmaktadir. Bir Onceki ¢alismada in vivo deglikolizasyon
yapabilmek i¢in mutasyona ugratilmig rekombinant olarak iiretilmis PA83’lin sahip
oldugu gelismis immiinojenite nedeniyle sarbon hastaligina karsi giivenli, etkili ve
diigiik tiretim maliyetli altiinite asis1 olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Mamedov
vd. 2016). Ayrica heterolog ekspresyon sistemindeki gelismeler, sarbon hastaligina
kars: altiinite rPA-temelli as1 aday1 dahil rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in alternatif
sistem olarak bitkilerin kullanilmasini tetiklemistir (Mamedov vd. 2016).

2.5. Transient Ekspresyon Sistemi

Bitkilerde hedef proteinlerin transient eksresyonu ya ekspresyon vektoriiniin
plazmit DNA’s1 veya in vitro sentezlenmis RNA transkripti olarak direkt yontemle ya
da Agrobacterium tumefaciens aracili ekspresyon kasedi ile dolayli olarak bitki
dokusuna girmesi temeline dayanmaktadir (Musiychuk vd. 2007). Transient gen
ekspresyonunda, bitki RNA viriisleri yabanci protein ekspresyonu igin vektor olarak
kullanilir (Pogue vd. 2002; Canizares vd. 2005; Grill vd. 2006; Yusibov vd. 2006; Roy
vd. 2010).

Enfekte cDNA klonlariin uygunlugu, genetik manipiilasyonun kolayligi, hedef
proteininin kisa siirede ekspresyonu gibi Ozellikler bu stratejiyi oldukca cazip
kilmaktadir. Ilaveten, konak bitkiyi genetik olarak degistirmeye de gerek yoktur. Hedef
gen viral genoma yerlestiginde, transgen konak bitkinin enfeksiyonu sayesinde cogalir
ve rekombinant protein transient olarak eksprese olur. Hem viral vektoriin ¢ogalmasi
hem de hedef genin ekspresyonu hiicre sitoplazmasiyla sinirhidir. Simdiye kadar,
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Tobacco mosaic virus (TMV), Potato virus X, Alfalfa mosaic virus (AIMV) ve Cowpea
mosaic virus dahil bazi bitki RNA viriisleri ekspresyon vektorii gelistirmek igin
kullanilmistir (Pogue vd. 2002; Yusibov ve Rabindran, 2004; Roy vd. 2010). Yabanci
gen dizilerinin bitki viriisleri kullanilarak eksprese edilmesinde yaygin olarak kullanilan
yaklasimlar; i) hedef diziyle 6nemsiz olan viral genlerin degistirilmesi (Agrobakterium
vasitasiyla protein ekspresyonu da ayni prensibe dayanir) ii) hedef dizinin viral genoma
ilave bir gen olarak yerlestirilmesi ve ikinci bir promotor tarafindan ekspresyonunun
saglanmas.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1.  Mutant Genlerin Tasarlanmasi ve Kodon Optimizasyonu

Bitkide tiretilen koruyucu antijenin (pp-PA83) iki mutant versiyonu (MQ1 ve
MQ?2) tasarland1 ve kodon optimizasyonu yapildi. pp-PA83’lin 9 tane olast N- Bagh
glikolizasyon bolgesi vardir ve bu bélgelerde asparajin-X-serin/treonin motifinde
asparajin glikozillenmektedir. Yapilan bir ¢calismada glikolizasyon profilleme analizine
gore 9 tane olas1 glikolizasyon bolgesinden 6 tanesinin (Asn-275, 357, 417, 505, 599,
693) glikozillendigi belirlenmistir (Chichester vd. 2013). Yaptigimiz ¢alismada, sarbona
karst as1 gelistirme konusunda bilinen PA83 proteinini deglikozillenmis formda
tiretebilmek i¢in yukarida bahsi gegen ¢alismada glikolizasyon profilleme bilgisi baz
alinarak belirlenen amino asit degisimiyle mutasyon yapilmasi hedeflendi. MQ1 geni,
N275Q, N357Q, N417Q, N505Q, N599Q ve N693Q scklinde 6 tane amino asit
degisiklikleriyle mutasyon yapilarak tasarlanmistir (Mamedov vd. 2015). Bu ¢alismada
yeni tasarlanmis olan MQ2 geni, N39Q, N275Q, N357Q, N417Q, N505Q, N599Q ve
N693Q seklinde 7 tane amino asit degisiklikleriyle mutasyon yapilarak tasarlandi.
flaveten N. benthamiana bitkisinde proteini dogru sekilde iiretebilmek icin MQ1 ve
MQ2’ya ait optimize edilen gen bdlgeleri N- terminal tiitlin patogeneziyle iliskili
protein la sinyal dizisi (PR-1a: MGFVLFSQLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRA, protein
sekresyonu siiresince kesilip ¢ikarilmaktadir), C- terminal ¢oklu histidin affinite protein
saflagtirma etiketi (Hisg) ve yine C-terminal endoplazmik retikulum tutunma sinyali
olan KDEL dizisi igerecek sekilde tasarlandi. Bu ¢alismada kullanilan genler Integrated
DNA Technologies (IDT Ames, lowa, ABD) sirketine sentezletildi.

MQ1 ve MQ2 genleri arasindaki tasarim farki Sekil 3.1°de belirtilen amino asit
sekans bilgisinde gosterilmistir.
v

MQ1 i MGEVLESQLPSFLLVSTLLLELVISHSCRAEVKQENRLLNESESSSQGLLGYYFSDLNEQ 60
MGEVLESQLPSELLY VISHSCRAEVKQENRLL ESESSSQGLLGYYFSDLNEQ

M2 1 MGEVLESQLPSFLLVSTLLLELVISHSCRAEVKQENRLLQESESSSQGLLGYYFSDLNEQ 60

MQ1 61 APMUVTSSTTGDLSIPSSELENIPSENQYFQSAIWSGEIKVEKSDEYTFATSADNHUTME 120
APMUVTSSTIGDLSIPSSELENIPSENQYEQSAIWSGE IKVEKSDEYT FATSADNHEVTMA

M22 61 APMUVTSSTIGDLSIPSSELENIPSENQYEFQSAIWSGEIKVEKSDEYTFATSADNHVIME 120

M1 121 VDDQEVINFASNSNKIRIEKGRLYQIKIQYQRENPTEKGILDEKLYWTIDSQNKKEVISSIN 180

VDDQEVINKASNSNKIRLEKGRLYQIKIQYQRENPTEKGLDFKLYWTDSQNKKEVISSIN
M22 121 VDDQEVINKASNSNKIRLEKGRLYQIKIQYQRENPTEKGLDEKLYWTDSQNKKEVISSDN 180

MQ1 181 LQLPELKQKS SNSRKFRST SAGPTVPDRDNDGIPDSIEVEGYTVDVENKRTELSPWISNI 240
LOLPELKQKS SNSRKKR ST SAGPTVPDRDNDGIPDSLEVEGYTVDVENKRTELSPWISNI
M22 181 LQLPELKQKS SNSRKKRST SAGPTVPDRDNDGIPDSLEVEGYTVDVINERTELSPWISNI 240

MQ1 241 HEKKGLTKYKSSPEKWSTASDPYSDEEKVTGRIDKQVSPEARHPLVAAYPIVEVDMENII 200
HEKKHGLTKYKSSPEKWSTASDPYSDEEKVTGRIDKQVSPEARHPLVAAYP IVHVDMENIT
M22 241 HEKKGLTKYKSSPEKWSTASDPYSDEEKVTGRIDEQVSPEARHPLVAAYPIVHVDMENII 200

MQ1 301 LSKNEDQSTONTDSETRTISKNTSTSRTHTSEVHGNAEVHASFEDIGGSVSAGESNSQSS 360
LSKNEDQSTONTDSETRTISKNTSTSRTHTSEVHGNAEVHASFEFDIGGSVSAGESNSQSS
M22 201 LSKNEDQSTONTDSETRTISENTSTSRTHTSEVHGNAEVHASFEDIGGSVSAGESNSQSS 32360

M21 361 TVAIDHSLSLAGERTWAETMGLNTADTARINANIRYVNTGTAPIYNVLPTTSLVLGKQQT 420
TVAIDHSLSLAGERTWAETMGLNTADTARINANIRYVNTGTAPI¥YNVLPTTSL QQT
MQ22 2361 TVAIDHSLSLAGERTWAETMGLNTADTARINANIRYVNTGTAPI¥YNVLPTTSL QT 420

MQ1 421 LATIKAKENQLSQILAPNNYYPSKNLAPIALNAQDDESSTPITMNYNQFLELEKTKQLRL 480
LAT IKAKENQLSQILAPMNY ¥P SKNLAPIALNAQDDESSTP ITMNYNQFLELEKTKQLRL
MQ2 421 LATIKAKENQLSQILAPNNYYPSKNLAPIALNAQDDESSTPITMNYNQFLELEKTHQLRL 4E0

MQ1 481 DTDQVYGNIATYNFENGRVRVDTGSQWSEVLPQIQETTARIIENGKDLNLVERRIAAVNE 540
DIDQVEGNIATYNEENGRVRVDTGSQWSEVLPQIQETTARI IFNGKDLNLVERRIAAVNP
MQ2 481 DIDQVIGNIATINFENGRVRVDTGSQWSEVLEQIQETTARIIFNGKDLNLVERRIAAVNE  S40

MQ1 S541 SDPLETTHKPDMI LKEALKIAFGENEPNGNIQYQGKDITEFDENEDQQT SQNIKNQLAEIQ 600
SDPLETTKPDMI LKEALKIAFGENEPNGNLQYQGKD ITEFDENEDQQUT SQNIKNQLAELQ
MJ2 S41 SDPLETTKPDMILKEALKIAFGENEPNGNLQYQGKDITEFDENEFDQQT SQNIKNQIAEIQ 600

MQ21 601 ATNIYTVLDKIKINAKMNILIRDKREHYDRNNIAVGADESVVKEAHREVINSSTEGLLIN 660
ATNIYTVLDKIKINAKMNILIRDKREHYDRNNIAVGADE SUVKEAHREVINSSTEGLLIN
MQ2 601 ATNI¥TVLDKIKINAKMNILIRDKREHYDRNNIAVGADESVVKEAHREVINSSTEGLLIN 660

MQ1 661 IDKDIRKILSGY IVEIEDTEGLKEVINDRYDMLQISSLRQDGKTEIDEKKYNDELPLYIS 720
IDKDIRKILSGY IVEIEDTEGLKEVINDRYDMLQISSLRQDGKTE IDEKKYNDELPLYIS
MQ2 661 IDKDIRKILSGYIVEIEDTEGLKEVINDRYDMLQISSLROQDGKTEIDEKKYNDELPLYIS 720

MQ1 721 NPNYKVNVYAVTEKENTI INPSENGDTSTNGIKKILIFSKKGYEIGKLHHHHHHKDEL 777
NPNYKVNVYAVTEENTI NP SENGDT STNGIKKILIFSKKGYE IGKLHHHHHHKDEL
M2 721 NENYKVNVYAVIEKENTI INPSENGDT STNGIKKILIFSKKGYE IGKLHHHHHHKDEL 777

Sekil 3.1. MQ1 ve MQ2 genleri arasindaki amino asit sekans farki.
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3.2.  Genlerin Klonlanmasi

PAS83 geninde bir onceki baslikta anlatildig: iizere belirli amino asit bolgeleri
degistirilerek mutasyon yapilmistir. Mutant olarak tasarlanan MQ1 ve MQ2 genlerinin
baslangic ve bitis noktalarina Pacl ve Xhol enzimlerinin taniyip kesim yapabilmesi i¢in
bu enzimlere uygun kesim bolgelerini igeren plazmitler MQ1 ve MQ2 genleri igin ayri
ayr1 tasarlandi.Tasarlanan bu plazmitler uygun vektor igerisine yerlestirilmis olarak
satin alindi. Plazmit icerisinde korunan MQ1 ve MQ2 genlerini igeren bolgeler, Pacl ve
Xhol enzimleri ile kesilip ¢ikarildi. Kalip DNA fragmentleri, 1IXTAE tampon ¢ozeltisi
icerisinde %1°’lik agaroz jelde yiiriitilip genler ve plazmitin biiyiiklik farkina
dayanarak jelde ayrimlanma gozlendi.

MQ1 ve MQ2 genlerini satin alinan vektérden uzaklastirmak igin, 40uL 6rnek
tizerine 8 pL yilikleme boyasi (Thermo Scientific 6x, Katalog No: R0611) eklendi.
GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific) ile birlikte jele yiiklenerek 110V 60
dk vyiritiilerek 2331 bp boyutundaki bant bistiiri yardimiyla jelden kesilerek, tiretici
firmanin (Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, Katalog No: D4007) 6nermis oldugu
protokol kullanilarak jelden geri kazanim gerceklestirildi. Geri kazanim sonrasi 1pL
ornegin tizerine 9uL. DNAaz/RNAaz/Poteaz igermeyen su ve 2uL yiikleme boyasi
(Thermo Scientific 6x, Katalog No: R0611) eklenerek GeneRuler 1kb DNA Ladder ile
birlikte jele yiikleme yapilir. Genin boyutuna bakarak dogrulugu belirlendikten sonra
modifiye edilmis pGREEN vektorii, MQ1 ve MQ?2 genleriyle ligasyona ugratildi.

Ligasyon reaksiyonu; 0,5 ul modifiye edilmis pGREEN vektorii, 1 ul MQ1 geni,
10 pl 2x Ligasyon Tamponu, 8,5 ul DNAaz/RNAaz icermeyen su ve 1 ul Quick Ligase
(NEB, ABD); 0,5 pul modifiye edilmis pGREEN vektord, 1 pl MQ2 geni, 10 pl 2x
Ligasyon Tamponu, 8,5 ul DNAaz/RNAaz igermeyen su ve 1 ul Quick Ligase (NEB,
ABD) 20 dk oda sicakliginda gergeklestirildi. Hemen sonra ligasyon {iriinii plazmid, 1s1
soku metodu kullanilarak, E.coli XL;Blue kompetan hiicrelerine transforme edildi. Bu
metoda gore, ligasyon iriinii (21ul) E.coli XL;Blue kompetan hiicrelerinin (100pul)
tizerine eklendi ve buzda 5 dk inkiibe edildi. Sonrasinda karisim 42°C’de su banyosunda
50 sn bekletildi ve hemen buza aktarilarak 5 dk buzda bekletildi. Ornekler iizerine, 400
pl LB besiyeri eklendi ve 37°C’de 225 rpm’de 1 saat inkiibe edildi. Sonugcta elde edilen
kiiltirden 2000xg’de 3 dk santrifiij islemi yapilarak hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Daha
sonra siipernatanttan 100 pl alimip ¢okmiis durumda olan hiicrelerin {lizerine eklenip
¢okmiis durumda olan hiicrelerin tekrar pipetaj yapilarak ¢ozdiiriilmesi suretiyle
konsantre olarak 50pg/ml kanamisin iceren LB plakaya dnceden steril edilmis cam 6ze
yardimiyla yayma islemi yapildi ve 37°C’de bir gece inkiibatorde birakildi. Yaklasik 24
saat sonra platelerde koloniler gézlendi. Ardindan uygun koloniler segildi ve 50 pg/ml
kanamisin igeren 5 ml sivi LB besiyerine ekilerek 37°C’de 225 rpm’de bir gece inkiibe
edildi. E.coli XL;Blue hiicreleri igerisinde bulunan plazmidler, Zyppy Plasmid
Miniprep Kitiyle (Zymo Resaearch, ABD), iireticinin tavsiyelerine uygun olarak izole
edildi.

3.3.  Atumefaciens’e Transformasyon ve N. Benthamiana Bitkisine Infiltrasyonu

E.coli XL;Blue hiicresinde ¢ogaltilan pGREEN vektorii igerisine aktarilmis MQ1
ve MQ2 genleri klonlama kisminda anlatilan deneyler yapilip dogru koloniler
belirlendikten sonra E.coli XL;Blue hiicrelerinden izole edilen plazmidler (1 pl),
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rekombinant MQ1 ve MQ2 proteinlerini eksprese etmek igin, A.tumefaciens
AGL;psoup susu kompetan hiicrelerine (100ul) elektroporasyon yoluyla elektrik sokuna
ugratilarak aktarildi. Daha sonra bu bakteriler 50 pg/ml kanamisin igeren LB plakaya
steril 6ze yardimiyla yayma yapildi ve 28°C’de inkiibasyona birakildi. 2-3 giin sonra
koloniler gdzlemlendi. Uygun koloniler se¢ilip kanamisin igeren sivi BBL besi ortamina
aktarildi ve 28°C’de 225 rpm’de calkalamaya birakildi. Yaklasik 24 saat sonra ¢ogalmis
olan bakterilerin O.D. (Optik Dansite)’si Ol¢iildii ( O.D. degerinin > 1 olmasi

gerekmektedir). Bakteri soliisyonunun bir kismi ayrilarak %90°lik gliserol ile stok
hazirlanip -80°C’de saklanmustir.

0.D. degerleri dlgiiliip kaydedildikten sonra bakteriler 5000xg’de 5 dk santrifiij
edilerek siipernatant bosaltilip dibe ¢okmiis olan bakterilerin iizerine icerisine 100 mM
asetosyringene ilave edilmis (100 ml igerisine 15 pl) MMA besi yeri konuldu. Daha
sonra bakteriler manyetik karistiricida 2 saat boyunca oda sicakliginda karistirildi.

Bu islemden sonra bakteriler artik bitkiye infiltrasyon igin hazir hale gelmistir.
Infiltrasyon igin tohumlarin ekiminden itibaren 6-7 haftalik belirli biiyiikliige ulagmis
bitkiler kullanildi. Bakteri soliisyonu siringa kullanilarak bitki yapraklarinin igerisine
enjekte edilmistir. pPGREEN-MQ1 ve pGREEN-MQ2 bitkiye infiltre edilirken bitki
bagisiklik sistemini baskilayip protein iiretimini artirmak amaciyla bitki immiin sistem
represOr proteinini kodlayan gen ile birlikte ekpresyonu saglanmistir. Bu represor geni
de diger genlerle ayni islemlerden gegerek infiltrasyona hazir hale getirildi ve 9:1
oraninda pGREEN-MQ1 ve pGREEN-MQ2 ile ayr1 ayri karistirilarak infiltrasyon
islemi tamamlandi.

3.4. SDS-PAGE ve Western Blot Analizleri

SDS-PAGE %10 akrilamid jellerde uygulandi ve sonrasinda jeller koomassie
parlak mavi boya ile boyandi. Immunoblot analizi i¢in, %10 akrilamid jelde yiiriitme
tamponu kullanilarak 100V, 13 dk/200V, 45 dk orneklerin yiiriitiilmesinden sonra, jel
transfer tamponu kullanilarak 100 V’da 1 saat polivinilidin fluorid membranlara
(Millipore, Billerica, MA) blotlandi. Membranlar ilk olarak 5 dk 0.5% I-Block (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA) c¢ozeltisi igerisinde ¢alkalanmaya birakilarak buffer
soliisyonlarinin uzaklastirilmas: saglandiktan sonra 0.5% I-Block reaktifli 1xTBS’le
(Tris Tamponlanmis Salin) oda sicakliginda 1 saat blokland1 ve I-Block reaktifli
1xTBS’e eklenmis anti-6xHis monoklonal antikorla (Cat. no. 652502, BioLegend) oda
sicakliginda 1 saatte isaretlendi. Baglanmamis birincil antikorlari uzaklastirmak
amactyla 5 dk’lik 3 defa I-Block ¢ozeltisi ile yikamadan sonra, membranlar, ikincil
antikor olarak goat anti-mouse IgG H&L (HRP)’le (Cat. No. ab98790, Abcam, ABD) 1
saat oda sicakliginda inkiibe edildi, devaminda 5 dk’lik 3 defa 0.5% I-Block ¢ozeltisi
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA) ve 5 dk’lik 1 defa 1xTBS’le yikama yapildi ve son
olarak, kemiluminesans tespit, ECL western-blotting reaktifleri olan SuperSignal West
Pico Stable Peroxide (2,5 ml) ve Luminol/ Enhancer (2,5 ml) soliisyonlar1 (SuperSignal
West Pico, Thermo Fisher Scientific Grand Island, NY) uygulandi. Fotograflar
GeneGnome XRQ Chemiluminescence goriintiileme sistemi (Syngene Corp, ABD)
kullanilarak cekildi. GeneTools Software yardimiyla protein miktarlar1 matematiksel
olarak hesaplandi.
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3.5. Rekombinant HisTaq (Hisg) Etiketli MQl ve MQ2 Proteinlerinin
Saflagtirilmasi

Protein saflagtirma yontemi olarak nikel yiiklenmis, immobilize metal afinite
kromotografisi (IMAC) yontemi kullanilmistir. Bu yontem uygulanirken, HisPur™ Ni-
NTA resin (Cat. No. 88221, Thermo Fisher Scientific) ve HisTrap FF 5 mL (GE
Healthcore, UK) olmak iizere iki farkli kolon kullanilmustir.

HisPur Ni-NTA kolon ile PGREEN-MQ1 ve PGREEN-MQ?2 i¢in protein
saflastirma asamalari kisaca soyledir: Sdpi’da (dpi-infiltrasyon sonrasi gegen giin sayisi)
30 gram yaprak agirliginin 3 kati kadar ImM DIECA (Sodyum Dietilditiyokarbamat)
iceren 20 mM fosfat temelli tamponda homojenize ve ekstrakte edildi, ekstre 12000xg,
30 dakika, +4°C’de santrifiij yapilarak temizlendi. Siipernatant daha Onceden
dengeleyici tamponla (20 mM sodyum fosfat, 0,3 M NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,4)
yikanmis HisTaq kolondan gegirilmistir. Daha sonra kolon hacminin 10 kati (10CV)
kadar yikama tamponu (20 mM sodyum fosfat, 0,3 M NaCl, 25 mM imidazol, pH 7,4)
gecirildi. Kolon icerisine baglanmis olan HisTaq etiketli proteinleri kolondan ayirip
hedef proteini elde etmek i¢in kolon hacminin 10 kat1 (10CV) kadar eliisyon tamponu
(20 mM sodyum fosfat, 0,3 M NaCl, 250 mM imidazol, pH 7.4) ile yikandi. Eliisyon
sonrast purifiye edilmis proteinleri igeren fraksiyonlar tiiplere toplandi ve
fraksiyonlardaki total protein miktar1 Bradford yontemiyle tespit edildi. Hemen
sonrasinda proteinlerin molekiiler agirligina uygun olarak secilmis Millipore 10K
concentrator yardimiyla konsantre hale getirilerek -80°C’de saklanda.

HisTrap FF kolon ile yapilan saflagtirmada kisaca soyledir: 50 gram donmus
infiltre edilmis bitki yapraklart 3 katt kadar 1mM DIECA (Sodyum
Dietilditiyokarbamat) iceren 50 mM fosfat temelli tamponda homojenize ve ekstrakte
edildi. Ekstre 20000xg, 25 dakika, +4 °C’de santrifiigasyon yontemiyle temizlendi.
Stipernatant 0.45 um’lik filtreden (Millipore) gegcirildi. Filtreden gegirilmis siipernatant
daha onceden dengeleyici tamponla (50 mM sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 20 mM
imidazol, pH 7.4) yikanmis HisTrap FF 5 mL kolondan (GE, Cat. No. 17-5255-01) 5.0
mL/dk akis hizina ayarlanmig peristaltik pump yardimiyla gegirildi. Kolon hacminin 10
kat1 (10CV) kadar dengeleyici tamponla yikandi. Daha sonra baglanmig proteinler kolon
hacminin 10 kat1 (10CV) kadar eliisyon tamponu (50 mM sodyum fosfat, 0,5 M NaCl,
150 mM imidazol, pH 7.5) ile yikandi. Eliisyon sonrasi piirifiye edilmis proteinleri
iceren fraksiyonlar tiiplere toplandi ve fraksiyonlardaki total protein miktar1 Bradford
yontemiyle tespit edildi. Hemen sonrasinda proteinlerin molekiiler agirligina uygun
olarak se¢ilmis Millipore 10K concentrator yardimiyla konsantre hale getirilerek -80C°’
de saklandu.

3.6. Saflastirilmus MQ1 ve MQ2 Proteinlerinin Glikan Saptama Analizleri

Saflastirilmis MQ1 ve MQ2 protein 6rneklerinde glikanlarin saptama analizi Pro-
Q Emerald 300 glikoprotein boyama kiti kullanilarak yapilmistir. Oncelikle protein
ornekleri 10% SDS-PAGE’de yiiriitiilldiikten sonra jel Pro-Q Emerald 300 glikoprotein
boyama kiti ile iiretici tarafindan belirtilen protokole uygun olarak boyama yapilmstir.
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3.7.  Saflastirllmis MQ1 ve MQ2 proteinlerinin Stabilite Analizleri

Saflastirilmis MQ1 ve MQ2 proteinleri ilk olarak 37°C’de 1 saat ve 4°C’de 72
saat olacak sekilde stabilite analizi yapildi. Daha sonra 37°C’del, 4, 8, 16, 24 ve 32 saat
bekletildi ve daha sonra orneklere uygun miktarda SDS yiikleme boyasi eklendikten
sonra SDS PAGE ve Western blot analizi yapilmasi amaciyla -20°C’ye birakildi.
Western blot analizi yapildiginda 6rnekler 5dk 100°C’ye ayarlanmis su banyosunda
kaynatildiktan sonra 1000xg’de 5-10 sn kisa bir santrifiijden sonra poliakrilamid jele
yiikkleme yapildi ve yiiriitiildii, ardindan goriintii alinip GeneTools yazilimi kullanilarak
gerekli degerlendirme ve hesaplamalar yapilmistir.

3.8.  Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

e %71’lik agaroz jel: 0,6 gr agaroz tartilip behere konuldu ve {izerine 60 ml 1x
TAE buffer eklendi. Agaroz tamamen ¢oziinene kadar yaklasik olarak 1-2 dk
mikrodalga firinda bekletildi. Cozeltinin sicakligi diistiikten sonra 1,2 pL
Etidyum Bromid (EtBr) eklendi. Karisim 6nceden hazir hale getirilmis yatay
elektroforez tankina kabarcik kalmadan dokiildii ve uygun tarak yerlestirildi.
Jelin katilasmasi beklendi.

e 50XTAE tampon c¢ozeltisi hazirlanmasi: 242 gr Tris otoklavlanmis 700 ml
ddH,0 igerisinde ¢oziildii. Karisima 100 ml 0,5 M EDTA (pH : 8) ve 57,1 ml
Glasiyal asetik asit eklenerek ¢ozdirildi. pH 8,5-8,6 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmis ddH,O ile 1000 ml’e tamamlandi.

e IXTAE tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 20 ml 50xTAE tampon
¢oOzeltisinden alimarak son hacim otoklavlanmis ddH,O ile 1000 ml’e
tamamlandi.

e 1 M CaCl,: 1.47gr CaCl; tartildi ve 10 mL otoklavlanmig ddH,O igerisinde
¢Ozildii.

e 0.1 M CaCl,: 1ml 1M CaCl, ¢ozeltisinden alindi ve 9 ml bidistile suda ¢oziildii.
0.1M 10 ml CaCl; hazirland:.

e 0.1M CaCl; /915 gliserol: 1 mL 1M CaCl; ¢ozeltisinden alind1 ve 3mL %50
gliserol, 6 mL otoklavlanmis ddHO igerisinde ¢oziildii.

e LB-Broth: 25 gr LB-Broth 1000 ml saf su igerisinde ¢oziildi. 121°C’de 30dk
otoklavlandi.

o  %70’lik alkol: 70 ml etil alkol son hacim 100 ml olacak sekilde bidistile su ile
karistirildi.

e I-block: 0,5 gr I-block son hacim 100 ml olacak sekilde 1xTBS igerisinde
manyetik karistirici lizerinde 3-5 saat tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirildu.
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e %I10’luk SDS: 10 gr Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve {izerine 90 ml
otoklavlanmig ddH,O eklenerek tamamen ¢6ziinmesi igin birakildi.

e 1xRunning Tamponu: 3,03 gr Tris, 14,3 gr glisin, 10 ml %10 SDS alinarak son
hacim 1000 ml olacak sekilde otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢6ziildii.

e IxTransfer Tamponu: 5,8 gr Tris, 2,93 gr glisin, 370 pL alinarak son hacim
1000 ml olacak sekilde otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildii.

e 5XTBS hazirlanmasi: (20 mM Tris (pH:5,5), 150 mM NaCl) 12,115 gr Tris,
43,88 gr NaCl 800 ml olacak sekilde otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildii.
pH 7,5 olacak sekilde HCI ile ayarlama yapildi ve son hacim otoklavlanmis
ddH,0 ile 1000 ml’e tamamlandi.

e 1XTBS hazirlanmasi: 200 ml 5xTBS alind1 ve son hacim otoklavlanmis ddH,0
ile 1000 ml’e tamamlandi.

e %10’luk APS: 60 mg APS tartildi ve son hacim 600 ul olacak sekilde
otoklavlanmis ddH,0 igerisinde ¢oziildii.

e 15 M Tris-HCI (pH: 8,8): 92,5 gr Tris tartildi ve 400 ml otoklavlanmis ddH,O
icerisinde ¢ozildi. pH 6N HCI ile 8,8’e ayarlandiktan sonra son hacim
otoklavlanmis ddH,O ile 500 ml’e tamamlandi.

e 0,5M Tris-HCI (pH: 6,8): 30 gr Tris tartildi ve 400 ml otoklavlanmis ddH,O
icerisinde ¢ozildi. pH 6N HCI ile 6,8’e¢ ayarlandiktan sonra son hacim
otoklavlanmis ddH,0 ile 500 ml’e tamamlandi.

¢  %10’luk Resolving jel (dort jel igin): 9,7 ml otoklavlanmig ddH,0, 5 ml %40
Akrilamit-Bis soliisyonu, 5 ml 1,5 M Tris-HCI, 200 pL %10 SDS, 10 uL
TEMED ve 100 pL %10’luk APS eklenerek hazirlandi.

e  %10’luk Stacking jel (dort jel icin): 7,95 ml otoklavlanmis ddH,O, 1,25 ml
%40 Akrilamit-Biss soliisyonu, 3,15 ml 1,5 M Tris-HCI, 125uL %10 SDS,
12,5uL TEMED ve 62,5 uL %10’luk APS eklenerek hazirlandu.

e Birincil Antikor (Western Blot 1:500): 10 uL antikor alindi ve 10 ml I-block
igerisinde ¢oziildii.

e Ikincil Antikor (Western Blot 1:2500): 4 uL antikor alindi ve 10 ml I-block
igerisinde ¢oziildii.

e 0,SM EDTA hazirlanmasi: 14,612 gr EDTA tartildi ve 80 ml otoklavlanmis

ddH,0 igerisinde ¢oziildii. pH 8’¢ ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmig
ddH-,0 ile 100 ml’e tamamlandi.
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e IM Tris cozeltisinin hazirlanmasi: 12.114 gr Tris tartildt ve 100 mL
otoklavlanmis ddH,O icerisinde ¢ozdiiriildii.

e 9%00.01 Bromofenol mavi ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 100 mg Bromofenol
tartild1 ve 20 mL otoklavlanmis ddH,O icerisinde ¢ozdiiriildii.

e SDS/Western Jel Yiikleme Soliisyonu (5x)-Laemli Buffer’in hazirlanmasi:
50 mL falkon igerisine 7.5 mL %25’lik 2-merkaptoetanol kondu. Uzerine 100
mg/20 mL Bromofenol mavi stok ¢dzeltisinden 660 pL ilave edilip karistirildi.
Karisima 11.9 mL Gliserol, 1M Tris ¢ozeltisinden 9.375 mL ve 3.333 mL SDS
ilave edilerek pH=6.8’¢ HCI ile ayarlandi. Daha sonra karigtm ImL olacak
sekilde tiiplere aliquout edilir. Tipler kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.
Protein o6rnekleri jele yiikklenmeden once hacminin 1/4’i kadar (5x) Laemli
Buffer eklenip kaynatilir.

e SDS jel boyama cozeltisinin (Coomassie staining) hazirlanmasi: 100 ml
Asetik asit, 500 ml metanol ve 1 gr Coomassie Blue R250 son hacim 1000 mL
olacak sekilde otoklavlanmis ddH»O igerisinde ¢oziildii.

e SDS jel boya uzaklastirma cozeltisinin (destaining) hazirlanmasi: 200 ml
metanol ve 100 ml Asetik asit son hacim 1000 mL olacak sekilde otoklavlanmig
ddH,0 igerisinde ¢oziildii.

¢ SYS mediumun hazirlanmasi: 10 gr soyhidrolizat, 5 gr yeast extract ve 5 gr
NaCl 800 ml otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildi. pH 1M KOH veya
NAOH ile 7,0’a ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmis ddH,O ile 1000
mL’e tamamlandi. 121°C’de 30dk otoklavlandi.

e SOC mediumun hazirlanmasi: 20 gr bactotripton, 5 gr bacto yeast extract, 2
ml 5M NaCl, 2,5ml 1M KCI, 10 ml 1M MgCl,, 10 ml 1M MgSO, 800 ml
otoklavlanmis ddH,O igerisinde c¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml’e
tamamlanarak 121°C’de 30dk otoklavlandi. Cozelti otoklavdan g¢ikarildiktan
sonra sicakligin 50°C’ye kadar diismesi beklendi. Daha sonra steril kabin altinda
20 ml 1M glukoz eklendi ve +4°C’ye birakildh.

e MMA mediumun hazirlanmasi: 1,952 gr MES ve 10 ml 1M MgCl, 800 ml
otoklavlanmig ddH,O igerisinde ¢oziildii. pH 1M KOH veya NAOH ile 5,8’¢
ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmis ddH,O ile 1000 mL’e tamamlandi.
121°C’de 30dk otoklavlandi.

e Asetosyringene (AS) 100mM stok c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,3924 gr
Asetosyringene tartildi ve 12 ml %95’lik etanolda ¢ozdiiriilerek iizerine 8 ml
bidistile su eklenerek son hacim 20 ml’e tamamlandi. 1L MMA i¢in 150ul
Asetosyringene gereklidir.

e 1X PBS tablet c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 tablet PBS (137 mM NaCl, 2 mM

KCl ve 10 mM fosfat buffer igeriyor) 100 ml otoklavlanmis ddH,O igerisinde
¢Ozildii.
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e 250 mM NaH,PO,: 6,8995 gr NaH,PO4xH-O0 tartild1 ve 250 ml otoklavlanmis
ddH,O0 igerisinde ¢ozildii.

e 250 mM Na;HPO,: 8,8725 gr Na;HPO, tartildi ve 250 ml otoklavlanmis
ddH,O0 igerisinde ¢ozildii.

e Sodyum fosfat tamponu (protein piirifikasyonu i¢in, 20mM): 15,48 ml 1M
Na;HPO,4 ve 4,52 ml 1M NaH;PO; 800 ml otoklavlanmis ddH,O igerisinde
¢oziildi ve tizerine 17,53 gr NaCl ilave edilip tamamen ¢o6zdiiriiliinceye kadar
karistirildi. pH 7,4’e ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmis ddH,O ile
1000 ml’e tamamlanda.

e 10 mM Binding Buffer: 5 ml 100 mM imidazol stok ¢ozeltisinden alind1 ve
tizerine 45 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) ilave edilip karistirildi.

e 25 mM Wash Buffer: 12,5 ml 100 mM imidazol stok ¢ozeltisinden alind1 ve
tizerine 37,5 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) ilave edilip karistirildi.

e 250 mM Elution Buffer: 0,851 gr imidazol tartild1 ve iizerine 50 ml 50 mM
Sodium Fofat (PBS) icerisinde ¢oziildii.

e 500 mM NaCl: 29,22 gr NaCl tartildi1 ve ve 1000 ml otoklavlanmis ddH,O
i¢cerisinde ¢oziildii.

e 50 mM Sodium Fosfat (PBS) Piirifikasyon Cozeltisinin Hazirlanmasi: 500
ml otoklavlanmig ddH,O igerisinde 29,22 gr NaCl ¢6zdiiriildii. Karigim igerisine
162 ml 250 mM Na;HPO, soliisyonu eklendi ve karistirildi. pH 7,5 olacak
sekilde 250 mM NaH;PO, kullanilarak ayarlandi ve son hacim 1L’e
tamamlandi. Soliisyon 0,45 pm’lik filtreden gecirelerek steril edildi.

e 100 mM imidazol stok cozeltisinin hazirlanmasi: 0,3404 gr imidazol tartildi
ve 50 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) icerisinde ¢oziildii.

e 20 mM Binding Buffer: 10 ml 100 mM imidazol stok ¢dzeltisinden alindi ve
tizerine 40 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) ilave edilip karistirildi.

e 20 mM Wash Buffer: 10 ml 100 mM imidazol stok ¢ozeltisinden alind1 ve
tizerine 40 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) ilave edilip karistirildi.

e 300 mM Elution Buffer: 1,0212 gr imidazol tartildi ve {izerine 50 ml 50 mM
Sodium Fofat (PBS) icerisinde ¢oziildii.
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3.9. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

E.coli XL;Blue kompetan hiicre hazirlanmasi:

1- 100 uL XL;Blue hiicreleri 10 mL LB’ye inokiile edilerek 37°C 1sitmal1 ¢alkalayicida
1 gece bekletildi.

2- Ertesi glin O.D 6l¢iildii.0.D=4.12

3-1 giin 6nceki kiiltiirden 412 pL alinarak 100 mL LB’ye inokule edilerek 37°C 1sitmal1
calkalayicida 3 saat ¢alkalamaya birakildi.

4- Ornekler 10 dK buz iizerinde birakild.

5-1 M CaCl, (1.47 gr CaCl, + 10mL ddH,0=1M CacCl,) hazirlandu.

6- 10 mL 0.1M CaCl; (1M CaCl; + 9 mL ddH,0=0.1M CaCl,) hazirlanarak buz {izerine
birakildi.

7- Hicreler 50 mL falkon igerisine transfer edildi ve 600 rpm, +4°C’de 3 dk
santrifiijlendi. Siipernatant atildi.

8- Pellet tizerine 10 mL soguk 0.1M CaCl, eklenerek pellet ¢ozdiirtildii.

9- Cozdirildiikten sonra karisim 20 dk buz tizerinde bekletildi.

10- 0.1M CaCl,/%15 gliserol hazirlandi.

11- Buz {izerindeki karisimin tizerine 5 mL soguk 0.1M CaCl,/%15 gliserol eklenerek,
invert edilerek karistirildi.

12- 100 pL olacak sekilde 1.5mL ependorf tiiplere aliqout edilerek -80°C dondurucuya
birakildi.

p-soup iceren Agl; kompetan hiicre hazirlanmasi:

1- 100 puL p-soup igeren Agl;hiicreleri igerisine 15 uL karbamisilin ve 3 pL rifamisin
eklenmis 5 mL LB’ye inokiile edilerek 28°C isitmali ¢alkalayicida 1 gece bekletildi.

2- Ertesi giin O.D 6l¢iildii.0.D=4.152

3- Hiicreler 50 mL falkon igerisine transfer edildi ve 5 dk buz tizerinde birakildi.

4- 3000xg +4°C’de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant atildi. Pellet {izerine %10’luk
gliserol eklenerek karigtirildu.

5- 3000xg +4°C’de 5 dk santrifiijlendi. Stipernatant atildi. Pellet tizerine 2,5 ml %10’luk
gliserol eklenerek karigtirildi.

6- 100 pL olacak sekilde 1.5mL ependorf tiiplere aliqout edilerek -80°C dondurucuya
birakildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. MQL1 Geninin Klonlanmasi

PA83 geninin niikleotid dizisi verileri NCBI veri tabaninda mevcuttur. PA83
geni belirli bolgelerde amino asit degisikligi yapilarak mutant hale getirilip MQ1 geni
dizayn edilmistir. Bu dizilere dayanarak, MQ1 geninin kodlama bdlgesinin uglarinda
Pacl ve Xhol kesim bdlgesi igeren vektorler dizayn edildi. Enzim kesimi ve jelden geri
kazanim islemleri materyal ve metot’da belirtilen sekilde uygulandi. Daha sonra MQ1
geni modifiye edilmis pGREEN vektoriine klonlandi ve ekspresyon susu XL;BLUE’a
transforme edildi, ardindan kanamisin igeren LB Agar plate’e yayma yoOntemiyle
ekildi. Yaklasik 24 saatlik inkiibasyondan sonra uygun koloniler segildi ve kanamisin
iceren LB sivi besiyerine inokule edildi. Bir giin sonra ¢ogalmis olan bakterilerden
Zyppy Plasmid Miniprep Kitiyle (Zymo Resaearch, ABD), iireticinin tavsiyelerine
uygun olarak plazmid izolasyonu yapildi. Agaroz jele yiikleme yapilarak dogru
koloniler segildi.

Sekil 4.1°de goriildiigii iizere dogru koloniler olarak belirlenen 1, 2 ve 4 no’lu
koloniler tasiyict vektdr olan modifiye edilmis pGREEN plazmidini ve 2331 bp
boyutundaki MQ1 genini tagimaktadir. Bu koloniler hem istedigimiz geni hem de
dogru plazmidi tasimaktadir. Belirlenmis kolonilerden % 90’lik gliserol ile stok
hazirlanarak -80°C’de saklanmuistir.

L 1 2 3 4 L

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use

bpng05pg %

Modifiye edilmis
PGREEN plazmid

<€— MQ1 geni (2331 bp)

, 10000 300
00

o R 5 L) Ladder

: 1 1) MQ1 - 1. Koloni
g 5 2) MQ1 - 2. Koloni
: 0 3) MQ1 - 3. Koloni
& 4) MQ1 - 4. Koloni
§ L) Ladder
E:Sp)m.eunbo;hp‘d‘

1XTAE, 7VAm, 45 min

Sekil 4.1. MQ1 geninin E.coli’ den plazmid izolasyonu sonrasi enzimlerle kesilerek
elde edilen agaroz jel goriintiisii.
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4.2.  MQ2 Geninin Klonlanmasi

PAB83 geninin niikleotid dizisi verileri NCBI veri tabaninda mevcuttur. PA83
geni belirli bolgelerde amino asit degisikligi yapilarak mutant hale getirilip MQ2 geni
dizayn edilmistir. MQ2 geninin MQ1 geninden farkli olan kismi1 materyal ve metod
boliimiinde ayrintili agiklanmistir. Bu dizilere dayanarak, MQ1 geninin kodlama
bolgesinin uglarinda Pacl ve Xhol kesim bdolgesi igeren vektorler dizayn edildi. Enzim
kesimi ve jelden geri kazanim islemleri materyal ve metot’da belirtilen sekilde
uygulandi. Daha sonra MQ2 geni modifiye edilmis pGREEN vektoriine klonlandr ve
ekspresyon susu XL;BLUE’a transforme edildi, ardindan kanamisin iceren LB Agar
plate’e yayma yontemiyle ekildi. Yaklasik 24 saatlik inkiibasyondan sonra uygun
koloniler sec¢ildi ve kanamisin i¢ceren LB sivi besiyerine inokule edildi. Bir giin sonra
cogalmis olan bakterilerden Zyppy Plasmid Miniprep Kitiyle (Zymo Resaearch, ABD),
ireticinin tavsiyelerine uygun olarak plazmid izolasyonu yapildi. Agaroz jele ylikleme
yapilarak gergek koloniler secildi.

Sekil 4.1°de goriildiigii iizere dogru koloniler olarak belirlenen 1, 2 ve 3 no’lu
koloniler tasiyici vektér olan modifiye edilmis pGREEN plazmidini ve 2331 bp
boyutundaki MQ2 genini tasimaktadir. Bu koloniler hem istedigimiz geni hem de
dogru plazmidi tasimaktadir. Belirlenmis kolonilerden % 90’lik gliserol ile stok
hazirlanarak -80 C’de saklanmustir.

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder L) Ladder
0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 1) MQ2 1. Koloni
ready-to-use " . 2) MQ2 2. Koloni
MRS 3) MQ2 3. Koloni
‘13‘}@)‘ ;é% ‘g:' Modifiye edilmis
::Jlu )\ ( i
il PGREEN plazmid
4% M0 1o :
i B <€— MQ2 geni (2331 bp)
1500 250 50
1000 €00 120
&0 50
a0 50
-250 %0 50
0.5 potane, 8 om length el
1XTAE, 7VAm, 45 min

Sekil 4.2. MQ2 geninin E.coli’den plazmid izolasyonu sonrasi enzimlerle kesilerek elde
edilen agaroz jel goriintiisii.
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4.3. Plazmidlerin Olusturulmasi ve Proteinlerin Heterolog Ekspresyonu

MQ1 ve MQ2 genlerinin islevsel bir proteini kodladigini deneysel olarak
kanitlamak amaciyla, genin varyantlarinin kodlama bolgeleri E. coli ekspresyon vektorii
modifiye edilmis pGREEN plazmidine klonlandi ve ekspresyon susu XL;BLUE’a
transforme edildi. Modifiye edilmis pGREEN plazmidlerinin, klonlama bolgesi Pacl ve
Xhol enzimleriyle kesilip genlerin ligasyonundan sonra yapilan deneylerde plazmidlerin
dogru sekilde kuruldugu gosterildi. Rekombinant MQ1 ve MQ2 varyantlar1 Aglipsoup
kompotent hiicresinde, fazladan 6 N-bakiyeli terminal uzatmayla (Histidin etiketi),
flizyon proteini olarak eksprese edildi. Beklenen protein boyutlar1 Western blot ve SDS-
PAGE analizleriyle gosterildi.

4.4. Rekombinant MQ1 ve MQ2 Proteinlerinin Uretimi

MQ1 ve MQ2 genlerinin plazmide aktarilmasi, dogrulanmasi1 ve E. coli’de
cogaltilip tekrar plazmidlerin izole edilmesi asamalarindan sonra plazmidlerin
Aglipsoup’a transformasyon asamasina gegilmistir. Aglipsoup’a transformasyon
materyal ve metot’da agiklandig1 gibi gerceklestirildi. pPGREEN-MQ1 ve pGREEN-
MQ?2 plazmidlerini igeren Agl; psoup hiicreleri 6-7 haftalik N. benthamiana bitkisine
materyal ve metot’da anlatildig: gibi infiltrasyon islemi yapildi. Infiltrasyondan 5 giin
sonra infiltre edilmis olan yapraklar toplandi. Materyal ve metot’da belirtildigi gibi
ekstraksiyon yapilarak proteininin iretilip {iretilmedigini kontrol etmek amaciyla
Western blot analizi yapildi. Elde edilen bulgular dogrultusunda (Sekil 4.3) 83 kDa
boyutundaki MQ1 ve MQ2 proteinlerinin in vivo olarak tiretilebildigi gosterildi.

1 2 3 4 5
1) Posi Taq
- 2) pp- PA83
ORD s g | 3) ;- PAS3 (Deglikolize)
4) pp- MQ1
5) pp- MQ2
-

Sekil 4.3. MQ1 ve MQ2 proteinlerinin Western blot goriintiisii. pp- PA83;
Bitkide iiretilmis PA83 proteini (Kontrol). Deglikolize pp- PA83; Bitkide
tiretilmis in vivo deglikozillenmis PA83 proteini (Kontrol). pp- MQ1; Bitkide
tiretilmis MQ1 proteini. pp- MQ2; Bitkide tiretilmis MQ2 proteini.
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45. Rekombinant HisTaq (His6) Etikteli MQ1 ve MQ2 Proteinlerinin
Saflagtirilmasi

Rekombinant MQ1 ve MQ2 proteinlerinin saflastirilmas1 materyal ve metot’da
anlatildigr gibi yapildi. N. bethamiana bitkisinde rekombinant olarak basariyla tiretimi
gerceklestirilen MQ1 ve MQ2 proteinleri etkili sekilde saflastirilmis olup, saflik
oraninin yaklagik %90 oldugu diisliniilmektedir. Ayrica bu proteinlerin yiliksek
derecede ¢oziilebilir oldugu goriilmiistiir.

§1§283 M1 2 3 4 5 6 S1 82 S3 1 2 3

-—4—<-—4—.‘

A B

Sekil 4.4. Saflastirilmis MQ1 ve MQ2 proteinlerinin SDS-PAGE ve Western blot
analizi. A) Saflastirilmis MQ1 ve MQ2 proteinlerinin SDS-PAGE (Coomassie Blue’yla
boyanmig) analizleri: A) S1: BSA standart (1ug) S2: BSA standart (2,5 pg) S3: BSA
standart (5 pg) M: Protein standartt (NEB, ABD cat. no. P7712 S) 1: Saflastiriimis
MQ1 (2,5 pg) 2: Saflastirilmis MQ1 (5pg) 3: Saflastirilmis MQ2 (2,5 ug) 1. fraksiyon
4: Saflastirtlmis MQ2 (5ug) 1.fraksiyon 5: Saflastirilmis MQ2 (2,5 pg) 2.fraksiyon 6:
Saflagtiritlmis MQ2 (5ug) 2.fraksiyon B) S1: Deglikolize pp- PA83 standart (25 ng) S2:
Deglikolize pp-PA83 standart (50 ng) S3: Deglikolize pp- PA83 standart (100 ng) 1:
Saflastirilmis PA83 (100 ng) 2: Saflastirilmis MQ1 (100 ng) 3: Saflastirilmis MQ2 (100
ng).

Saflastirma sonrasi SDS-PAGE analiziyle MQ1 ve MQ2 proteinleri disinda
bitkilerde genellikle yogun olarak bulunan kendi proteini olan Rubisco da bazen
gozlenmistir. Fakat Western blot analizi yapilarak proteinlerimizin, spesifik antikorlar
araciligiyla dogrulugu gosterilmistir.

4.6. Saflastirlmus MQ1 ve MQ2 Proteinlerinin Glikan Saptama Analizi

Oncelikle protein drnekleri 10% SDS-PAGE’de vyiiriitiildiikten sonra jel Pro-Q
Emerald 300 glikoprotein boyama kiti ile tiretici tarafindan belirtilen protokole uygun
olarak bu deney yapilmustir.
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M 1 2 3 4

M) Candy cane marker
1) pp-PA83 (Glikolize)
2) pp-PA83 (Deglikolize)
3) pp-MQ1 (Deglikolize)
4) pp MQ2 ( Deglikolize)

Sekil 4.5. Saflastirilmis MQ1 ve MQ2 proteinlerinin glikan saptama analizi sonucu.
4.7.  Saflastirilmis MQ1 ve MQ?2 Proteinlerinin Stabilite Analizleri

Stabilite analizleri materyal ve metot’da agiklandig1 gibi yapilmis olup SDS-
PAGE ve Western blot analizi sonuglar agagidaki sekillerde ayrintili gdsterilmistir.
Her iki protein i¢in de, materyal ve metot’da aciklandigi sekilde iki farkli stabilite
analizi yapilmistir.

4.7.1. Saflastirilmis MQ1 ve MQ2 Proteinlerinin Stabilite Sonras1 SDS-PAGE
Analizleri

M Baslangig 37C° 1saat  4C° 72 saat M Baslangic 37C°1saat  4C°72 saat

MQ1 MQ2

Sekil 4.6. Saflastirilmis MQL1 ve MQ2 proteinlerinin farkli sicakliklardaki stabilite
analizi sonrast SDS-PAGE goriintiisii. M: Protein standartt (Thermo prestained protein
standart).
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Sekil 4.7. Saflastirilmis MQ1 ve MQ2 proteinlerinin 37°C’de stabilite analizi sonrasi
SDS-PAGE goriintiisii (Her kuyucuga 5 pg protein yiiklendi). M: Protein standarti
(NEB, ABDcat. no. P7712 S) B: Baslangig.

Cizelge 4.1. Saflagtirllmis MQ1 ve MQ2 proteinlerinin SDS-PAGE analizleri sonrasi
stabilite degerlendirmesi

MQ1 Saflastinim Baslangic 37°C1saat | 37°C4saat | 37°C 8 saat |37 °C 16 saat | 37 °C 24 saat |37 °C 32 saat
oot | 10000% 84,50% 60,16% 54.07% 41.88% 3349% 31.27%
Parcalanan protein (%)
0,00% 15,50% 39,84% 45,93% 58,12% 66,51% 68,73%
MQ1 Yarilanma Omrii| 870 saat
MQ2 Saflasturalm Baslangic 37°C1lsaat | 37°C4saat | 37 °C §saat | 37 °C 16 saat | 37 °C 24 saat |37 °C 32 saat
Pro tesin g 100,00% 99,58% 59,34% 37,86% 30,45% 21,79% 16,89%
Parcalanan protein (%)
042% 40,66% 62,14% 69,55% 78,21% 83,11%
MQ2 Yarilanma Omrii 492 saat

Saflastirilmis MQ1 ve MQ?2 proteinlerinin 37°C’de 1, 4, 8, 16, 24, 32, 48 saat

bekletildikten sonra yapilan SDS-PAGE analiz sonuglarindan sonra alinan goriintiiler
Gene Tools programi yardimiyla baglangic proteine 100 degeri verilerek diger
proteinlere denk gelen degerler hesaplandi. Bu sonuca gére; MQ1 proteinin yar1 dmrii
8,70 saat, MQ2 proteinin yar1 6mrii ise 4,92 saat olarak hesaplanmstir.
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4.7.2. Saflastirtlmis MQ1 ve MQ2 Proteinlerinin Stabilite Sonras1 Western Blot

Analizleri
S A WA A AP

D D D B e - — e ——
W e -

MQ1 MQ2

Sekil 4.8. Saflastirilmis MQ1 ve MQ2 proteinlerinin 37°C ‘de stabilite analizi sonrasi
Western blot goriintiisii (Her kuyucuga 100 ng protein yiiklendi). K: Kontrol,
saflastirilmis glikolize PA83 (100 ng) B: Baslangig.

Cizelge 4.2. Saflastiriimis MQ1 ve MQ2 proteinlerinin Western blot analizleri sonrasi
stabilite degerlendirmesi

MQI Saflastinims Baslangi¢ 37 °C 1 saat 37 °C 4 saat | 37 °C 8 saat | 37 °C 16 saat | 37 °C 24 saat |37 °C 32 saat
P tesin g 100,00% 79,14% 78,63% 34,86% 17,57% 16,72% 10,94%
Pargal protein (%)
0,00% 20,86% 21,37% 65,14% 82,43% 83,28% 89,06%
MQ1 Yarilanma Omrii 5,57 saat
MQ2 Saflastinlms Baslangi¢ 37 °C 1 saat 37°C 4saat | 37 °C 8 saat | 37 °C 16 saat [ 37 °C 24 saat |37 °C 32 saat
Pro tesin g 100,00% 86,82% 48,76% 47,08% 41,77% 22,61% 3,85%
Pargal protein (%)
13,18% 51,24% 52,92% 58,23% 77,39% 96,15%
MQ?2 Yarilanma Omrii| 7,53 saat

Saflagtirilmis MQ1 ve MQ2 proteinlerinin 37°C’de 1, 4, 8, 16, 24 ve 32 saat
bekletildikten sonra yapilan SDS-PAGE analiz sonuglarindan sonra alinan goriintiiler
Gene Tools programi yardimiyla baslangic proteine 100 degeri verilerek diger
proteinlere denk gelen degerler hesaplandi. Bu sonuca gore; MQ1 proteinin yart dmrii
5,57 saat, MQ?2 proteinin yar1 omrii ise 7,53 saat olarak hesaplanmustir.
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5. SONUC

Sarbon hastaligina kars1 as1 gelistirme kapsaminda yapilan bu ¢alismada strateji
olarak, bilinen en énemli molekiil olan PA83’{in glikolizasyon bolgelerinden amino asit
degisimleri yaparak mutasyona ugratip deglikolize olarak bitki ekpresyon sisteminde
iretimini saglamak tizerine kurulmustur. Bu kapsamda {iretilecek proteinleri kodlayan
genlerin N. benthamiana bitkisine uygun kodon optimizasyonunun yapilmasi, genlerin
klonlanmasi, bitkiye aktarilmasi ve bitkide protein {iiretiminin saglanmasi deney
sonuglarinda da gosterildigi gibi basariyla yapilmistir.

Rekombinant proteinlerin iiretiminde ekspresyon sistemi olarak memeli yerine
bitkilerin kullanilmas1 proteinlerin benzer post-translasyonel modifikasyonlar gegirmesi
ve liretim maaliyetleri bakimindan tercih sebebidir. Bitkide rekombinat protein iiretimi
icin transient ekpresyon sisteminin kullanilmig olmasi zaman ve is yiikli agisindan
avantaj saglandig diisiinilmektedir.

MQ1 geninde materyal ve metot’da bahsedildigi gibi 6 tane mutasyon bolgesi,
yeni tasarlanmis olan MQ2 geni ise 7 tane mutasyon bolgesi olacak sekilde
tasarlanmistir. Bu durumda MQ2 MQI’a gore daha deglikolize olarak iiretilmesi
beklenmektedir. Bunu belirlemek amaciyla yapilan glikan saptama analizi sonucuna
gore gercekten de MQ2 proteininin MQ1 proteinine gore daha deglikolize oldugu
kanitlanmustir.

Bitki ekspresyon sisteminde deglikolize olarak iiretilen proteinlerin canli
viicudunda kan dolasiminda yarilanma omriiniin belirlenmesi amaciyla insan viicudunda
oldugu gibi proteinler 37°C’de tutulmus ve proteinin ne kadar zamanda ne kadarinin
pargalandig1 yiizde olarak gosterilip, yarilanma omrii hesaplanmistir. Bu hesaplamalari
en dogru sekilde yapabilmek i¢in hem SDS-PAGE hem de Western blot analizleri
yapildi ve analiz sonrast GeneTools programi kullanilarak hata payr en aza
indirgenmeye ¢alisildi. Stabilite sonuglar1 degerlendirildiginde; SDS-PAGE sonuglarina
bakacak olursak MQI1 proteinin yarilanma Omriinlin MQ2 proteininden daha fazla
oldugu goriilmektedir. Fakat ayni kosullarda SDS-PAGE’ye gore spesifik bir deney
olan Western blot analizi de yapilmistir. Western blot sonucuna gére MQ2 proteininin
yarilanma dmriiniin MQ1 proteininden daha fazla oldugu gosterilmistir.

Rekombinat protein iiretiminde mutasyon yapilarak iretilen proteinler dogal
yapisinin bozulmus olmasi riskinden dolayr pek tercih edildigi sdylenemez fakat bu
konuda ortaya konulmus kesin kanitlarda heniiz mevcut degildir. Bu calismada
uygulanan stratejilerin sadece sarbona karsi asi gelistirme calismalarinda degil diger
birgok as1 ve terapotik protein gelistirme ¢alismalarma da 1s1k  tutabilecegi
diistiniilmektedir.
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