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OZET

Nicotiana Benthamiana Bitkisinde Sumo-G Fiizyon Proteininin (Small
Ubiquitin-Like Modifier Domain ve Rabies Glycoprotein (G)) Miihendisligi ve
Ekspresyonu

Oznur ULGEN
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV
Haziran 2022; 30 sayfa

Kuduz, kuduz viriisiiniin neden oldugu, en yaygin onuncu dliimciil enfeksiyon
hastalig1 olup, merkezi sinir sisteminin akut bulasici bir enfeksiyonudur. Hastalik evcil
ve vahsi hayvanlar araciligiyla yayilmakta ve her yil diinya ¢apinda tahmini 60.000
insanin Sliimiine neden olmaktadir. Kuduz glikoproteini (G), viral patogenezde dnemli
bir rol oynar ve koruyucu bir antijen olarak islev goriir. Gliniimiizde kuduz hastaligina
kars1 insan ve hayvan asilari mevcut olmasina ragmen, bunlar pahalidir, iiretimleri
zahmetlidir ve nispeten zayif bir immiinojeniteye sahiptir. Protein translasyon sonrasi
modifikasyonlarindan SUMOIlasyon'un protein hiicre alt1 lokalizasyonunu, protein-DNA
baglanmasini, protein-protein etkilesimlerini, transkripsiyonel diizenlemeyi, DNA
onarimini ve genom organizasyonunu diizenledigi bildirilmistir. Bir partner proteinin N-
terminaline oldukga stabil bir yapinin (SUMO gibi) eklenmesi, stabiliteyi artirarak
verimi arttirir.  flgilenilen proteinlerle kaynasmis SUMO, proteinlerin  dogru
katlanmasina yardime1 olarak ekspresyonu onemli Olgiide gelistirir ve ¢oziiniirligi
destekler. Bitki bazli gecici ekspresyon sistemi, asi antijenleri, terapotik proteinler,
antikorlar ve endiistriyel enzimler dahil olmak {izere ¢esitli rekombinant proteinlerin
tretimi i¢in umut verici bir teknolojidir. Bu sistemler, hizli iiretim zaman c¢izelgesi,
diisiik maliyetli girdi, yliksek diizeyde Olg¢eklenebilir, yiiksek tretim kapasitesi ve
memeli patojenlerini barindirmayan diger ifade sistemlerine gore listiin faydalar sunar.
Bu ¢alismada protein translasyon sonras1 modifikasyonlarindan Sumolasyona ait Sumo
proteini ile kuduz viriisiine ait ylizey glikoproteini (GP) fiizyon olarak (SumoGP) bitki
gecici ekspresyon sisteminde kisa siirede basariyla iiretilmistir. Sumo'ya 6zgii proteaz
SENP1 enzimi de bitki gegici ekspresyon sistemiyle basariyla ve yiiksek saflikta
dretilmistir. SENP1 ile SumoGP fiizyon proteini koekspresyonlar: bitki gecici
ekspresyon sisteminde agikga ifade edilememistir. Bununla ilgili SENP1 iizerinde
aktivasyon calismalar1 devam etmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Kuduz G proteini, Sumolasyon, SUMO, Bitki Gegici
Ekspresyon Sistemi, Nicotiana Benthamiana, Kuduz
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ABSTRACT

Engineering and Expression of Sumo-G Fusion Protein (Small Ubiquitin-Like
Modifier Domain and Rabies Glycoprotein (G)) in Nicotiana Benthamiana Plant

Oznur ULGEN
Master’s Degree Thesis, Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV
June 2022; 30 pages

Rabies is an acute contagious infection of the central nervous system caused by
the rabies virus, the tenth most common fatal infectious disease. The disease spreads
through domestic and wild animals, killing an estimated 60,000 people worldwide each
year. Rabies glycoprotein (G) plays an important role in viral pathogenesis and
functions as a protective antigen. Although human and animal vaccines against rabies
are currently available, they are expensive, laborious to manufacture, and have
relatively poor immunogenicity. One of the protein post-translational modifications,
SUMOylation has been reported to regulate protein subcellular localization, protein-
DNA binding, protein-protein interactions, transcriptional regulation, DNA repair, and
genome organization. The addition of a highly stable construct (such as SUMO) to the
N-terminus of a partner protein increases efficiency by increasing stability. SUMO
fused with proteins of interest significantly improves expression and promotes solubility
by aiding in correct folding of proteins. The plant-based transient expression system is a
promising technology for the production of various recombinant proteins, including
vaccine antigens, therapeutic proteins, antibodies and industrial enzymes. These systems
offer fast production timelines, low-cost input, highly scalable, high production
capacity, and superior benefits over other expression systems that are free of
mammalian pathogens. In this study, the Sumo protein belonging to Sumolation, one of
the post-translational modifications of the protein, and the surface glycoprotein (GP) of
the rabies virus were successfully produced in a short time in the plant transient
expression system as fusion (SumoGP). The sumo-specific protease SENP1 has also
been successfully produced in a plant transient expression system with high purity.
Coexpressions of the SENP1 and SumoGP fusion protein were not clearly expressed in
the plant transient expression system. Activation studies on SENP1 are ongoing.

KEYWORDS: Rabies G protein, Sumolation, SUMO, Plant Transient Expression
System, Nicotiana Benthamiana, Rabies
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ONSOZ

Kuduz, iizerine yapilan onca c¢alisma ve gelistirilen asilara ragmen hala
diinyadaki en yaygin onuncu enfeksiyon hastaligidir. Calismamiz sonucunda kuduza
kars1 yerli, giivenli, diigiikk maliyetli, uzun siireli stabilite gosteren ve yliksek afiniteli bir
as1 gelistirebilmeyi umuyoruz.

Oncelikle yiiksek lisans egitimim ve ¢alismalarim boyunca bilgi ve tecriibelerini
benden esirgemeyen kiymetli danmisman hocam Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV’a
tesekkiirlerimi sunarim.

Tarimsal Biyoteknoloji boliimiiniin  tiim kiymetli hocalarina, deneysel
calismalarim boyunca tiim zor anlarimda teknik destekleriyle her zaman yanimda olan
boliimiimiiziin tiim lisansiistii 6grencilerine tesekkiirlerimi sunarim.

Lisans egitimim boyunca ve sonrasinda her konuda bilgi ve tecriibeleriyle
yanimda olan, bugilin bulundugum noktada emegini ve destegini her an hissettigim
kiymetli hocam Dr. Ogr. Uyesi Melike ERSOZe tesekkiirlerimi sunarim.

Egitim Ogretim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini esirgeyemen
hayatimda ki en kiymetli insanlar olan annem Ayse ULGEN, babam Imdat ULGEN,
biricik ablam Rabia ULGEN, kardeslerim Baran ULGEN ve Emin ULGEN ve canim
yol arkadasim Osman BAGIRGAN'a sonsuz tesekkiir ve minnetlerimi sunarim. Siz
olunca her sey ¢ok kolay, iyi ki hayatimdasiniz. Sizi her seyden ¢ok seviyorum!
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1. GIRIS

Kuduz, kuduz viriisiiniin neden oldugu merkezi sinir sisteminin akut bulasici bir
enfeksiyonudur. En yaygin onuncu 6liimciil enfeksiyon hastaligidir. Hastalik evcil ve
vahsi hayvanlar araciligiyla yayilir. Kuduz, 23.750'si Afrika'da olmak iizere her yil
diinya ¢apinda tahmini 60.000 insanin 6liimiine neden olmaktadir. Ayrica, her yil diinya
capimnda 11 milyon insan kuduza maruziyet sonrasi profilaksi (PEP) gecirmektedir.
Kuduz, Asya'da, Amerika'nin bazi boliimlerinde ve Afrika'nin biiyiik boliimlerinde
kopeklerin ana konak olarak kaldigi zoonotik bir hastaliktir ve kuduz kopekler, insan
kuduz vakalarmin ¢ogunun nedenidir. Kopek 1sirmast kurbanlarinin %30 ila %60 15
yasin altindaki cocuklardir. Uygun olmayan kdpek asilama programlari, asiya siirh
erisim ve kuduz kopeklere maruz kalmis bireylerin maruziyet sonrasi tedavileri
gelismekte olan iilkelerde 6nemli sorunlardir (Martinez vd. 2000).

Rabdoviridae ailesinin Lyssavirus cinsinden negatif sarmalli bir RNA viriisii
olan kuduz viriisii (RV), 5 yapisal proteini kodlayan nispeten basit, modiiler bir genoma
sahiptir: bir RNA'ya bagimli RNA polimeraz (L), bir niikkleoprotein (N), bir fosforile
protein (P), bir matris proteini (M) ve bir dis yiizey glikoproteini (G) igerir. N, P ve L,
genomik RNA ile birlikte riboniikleoprotein kompleksini (RNP) olusturur. Kuduz
glikoproteini (G), viral patogenezde dnemli rol oynar ve koruyucu bir antijen olarak
islev goriir. Kuduz viriisliniin ana 6zelligi, periferik bolgelerden merkezi sinir sistemini
(MSS) istila etme konusundaki benzersiz yetenegini ifade eden ndroinvazivliktir (Faber
vd. 2009).

Patojenik RV suslari, zayiflatilmis suglardan daha diisiik bir oranda ¢ogalir, bu
da viriisler tarafindan MSS'ye ulagsmak icin kullanilan néronlarin yapisinin korunmasina
yardimc1 olur. Ek olarak, wviral antijenlerin, 0zellikle koruyucu bagisikligin
uyarilmasindan sorumlu ana viral antijen olan RV G'nin diisiik ekspresyon seviyeleri,
konakg1 bagisiklik sistemi tarafindan erken saptanmasini engeller.

Ik kuduz asis1, kuduz tavsanlardan elde edilen omurilik siispansiyonunun deri
altindan asilanmasindan olusuyordu. O zamandan beri, aginin gelistirilmesi i¢in siirekli
bir ¢aba devam etmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde {i¢ hiicre kiiltiiri kuduz
agis1 lisanshdir: insan diploid hiicre asisi, saflagtirilmis civciv embriyo hiicre asisi ve
adsorbe edilmis kuduz asisi. Bu asilar koruyucu igermez ve sulandirildiktan hemen
sonra uygulanmalidir. 2°C ile 8°C arasinda 1siktan korunarak saklanmali ve
dondurulmamalidir (Kyle vd. 2013).

Kuduz viriisii asilarinin gelistirilmesinde ve kuduzun kontroliinde kaydedilen
biiyiik ilerlemeye ragmen diinya capinda kuduz viriisiiniin neden oldugu yillik 6lim
sayis1 oldukca fazladir. Bu nedenle, tedavi i¢in yeni yaklasimlara ve daha ucuz, daha
etkili ve stabilitesi yiiksek asilara acilen ihtiya¢ duyulmaktadir. Viriisiin biyolojisinin
daha i1yi anlagilmasi ve alternatif asilarin gelistirilmesi 6nemlidir.

Bitki bazli gegici ekspresyon sistemi, ast antijenleri, terapdtik proteinler,
antikorlar ve endiistriyel enzimler dahil olmak iizere ¢esitli rekombinant proteinlerin
liretimi i¢in umut verici bir teknolojidir. Bu sistemler, hizli iiretim zaman c¢izelgesi,
diisiik maliyetli girdi, yiiksek diizeyde Olgeklenebilir, yiiksek iiretim kapasitesi ve
memeli patojenlerini barindirmayan diger ifade sistemlerine gore iistiin faydalar sunar.
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Simdiye kadar, bitkilerde as1 antijenleri, antikorlar ve terapotik proteinler dahil olmak
tizere bir dizi rekombinant protein iretilmistir. Bitki ekspresyon sistemi, diger
ekspresyon sistemlerine kiyasla basit, yiiksek diizeyde olgeklenebilir, uygun maliyetli
iretim, barindirilan herhangi bir memeli patojeninin olmamasi nedeniyle goreceli iiriin
giivenligi ve 6karyotik post-translasyon modifikasyon makinelerinin varligi gibi bir¢cok
avantaja sahiptir ve yetenegi vardir (Mammedov vd. 2020).

Protein  translasyon sonrasi modifikasyonlar1 (PTM'er) fosforilasyon,
glikosilasyon, asetilasyon, ubikuitinasyon, SUMOIlasyon ve digerlerini igerir.
Ubikuitinasyon'un bir rakibi olarak, protein SUMOIlasyon, son yillarda arastirma
noktalarindan biri haline gelmistir. SUMOIlasyon, kiigiik ubikuitin benzeri degistirici
(small ubikitin-related modifier, SUMO) protein ailesinin bir iiyesinin hedef
proteinlerdeki lizin (Lys) kalintilarina konjuge edildigi PTM'lerden biridir.
SUMOlasyon modifikasyonu, degistirilmis proteinlerin  sentrin/SUMO-spesifik
proteazlar (SENP'ler) tarafindan deSUMOIasyona tabi tutulabildigi, tersine gevrilebilir
ve dinamik bir siiregtir (Guo vd. 2014).

Bir partner proteinin N-terminaline oldukga stabil bir yapmin (ubikitin veya
SUMO gibi) eklenmesi, stabiliteyi artirarak verimi arttirir. Ilgilenilen proteinlerle
kaynasmis SUMO, proteinlerin dogru katlanmasina yardimei olarak ekspresyonu
onemli Olgiide gelistirir ve ¢oziintirliigli destekler. Fonksiyonel ve yapisal caligsmalar
icin membran proteinlerinin ekspresyonu ve saflastirilmasi i¢in kosullarin optimize
edilmesi zahmetli ve zaman alic1 bir siirectir. Bu ayn1 zamanda verimli bir ifade ve
saflagtirma islemi gerektirir. Bu siire¢ fiizyon teknolojisi kullanilarak hizlandirilabilir
(Liang vd. 2017). Siddetli akut solunum sendromu koronaviriisii (SARS-CoV) proteaz
ve 5-lipoksijenaz aktive edici protein (FLAP) gibi zar proteinleri, fiizyon teknolojisi
kullanilarak basariyla eksprese edilmis ve saflastirilmistir (Zuo vd. 2005). Benzer bir
yontem SUMO proteini ve kuduz viriisii i¢in denenerek, kuduza karst daha ucuz, daha
etkili ve stabilitesi yliksek bitki kaynakli asilarin gelistirilmesine umut olabilir.

Gilinlimiizde kuduz hastaligina karsi insan ve hayvan asilart mevcut olmasina
ragmen, bunlar pahalidir, tiretimleri zahmetlidir ve nispeten zayif bir immunojenisiteye
sahiptir. Bu nedenle, biiylik miktarda iiretilebilecek, daha immiinojenik, daha ucuz ve
giivenli kuduz asilarina acilen ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla birlikte, kuduz viriisiiniin
zoonotik ve tehlikeli karakteri goz Oniine alindiginda, su anda Tiirkiye'de kuduz
astlarinin iiretimi olmamakla birlikte, {ilke ciddi bir hastaligin kontrolii i¢in uluslararasi
ticarete bagimlidir. Bu tez ¢alismasinin amaci, Tirkiye'de yerli liretime yonelik diisiik
maliyetli, giivenli ve yiikksek diizeyde immiinojenik yeni nesil kuduz asilar
geligtirmektir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Kuduz Hastahg

Kuduz, diinya c¢apinda her yil yaklasik 50.000-60.000 oliime neden olan bir
merkezi sinir sistemi (MSS) hastaligidir. En yaygin onuncu Oliimciil enfeksiyon
hastaligidir (Dietzschold vd. 2005). Kuduz, rabies virus ile meydana gelen, hayvandan
hayvana veya hayvandan insana genellikle 1sirma ile bulasan bir hastaliktir. Isirma
yoluyla viicuda giren kuduz viriisii sinir lifleri boyunca ilerleyerek beyne yerlesir ve
belirli bir kulugka siiresinden sonra genellikle 6liimle sonuglanan bir ensefalomiyelit
olusturur (Hazar vd. 2000). Kuduz, Asya'da, Amerikanin bazi béliimlerinde ve
Afrika'nin biiyiikk boliimlerinde kopeklerin ana konak olarak kaldigi zoonotik bir
hastaliktir ve kuduz kopekler, insan kuduz vakalarinin ¢ogunun nedenidir. Fakat
yarasalar, rakunlar, kokarcalar ve tilkiler gibi vahsi hayvanlarda 6nemli kuduz
vektorleridir (Jackson 2000). Ayrica, her yil diinya ¢apinda 11 milyon insan kuduza
maruziyet sonrasi profilaksi (PEP) ge¢irmektedir. K&pek 1sirmasi kurbanlariin %30 ila
%60" 15 yasin altindaki ¢ocuklardir (Varughese vd. 1987). Diinya ¢apinda insan kuduz
vakalarinin ¢ogundan asisiz evcil kopekler tarafindan bulasma sorumludur. . Afrika,
Asya, Avrupa ve Amerika'daki bir¢ok iilkede evcil kopeklerin toplu asilanmasi kuduz
prevalansin1 azaltmada etkili bir strateji olmustur. Uygun olmayan kopek asilama
programlari, astya siirli erisim ve kuduz kopeklere maruz kalmis bireylerin maruziyet
sonrasi tedavileri gelismekte olan iilkelerde 6nemli sorunlardir. K&pekleri kuduza karsi
yeterince asilamamanin nedenleri arasinda asilama maliyetlerinin yeterince ucuz
olmamasi gosterilebilir (Jackson 2000).

Kuduz virlisiiniin ana o6zelligi, periferik bolgelerden MSS'yi istila etme
konusundaki benzersiz yetenegini ifade eden néroinvazivliktir. Virlis alimi, aksonal
taginma, transsinaptik yayilma ve viral replikasyon hizi, bir RV'nin néroinvazivligini
belirleyen anahtar faktorlerdir ( Hooper vd. 2009).

2.2. Kuduz Viriisiiniin Bulas Yollari:

Hayvandan insana bulas: Isirik, tirmalama salya temast, biitiinligii bozulmus
deri veya mukozanin yalanmasi.

Aerosol ile bulas: Infekte yarasalarm oldugu magaralar, infekte sinir dokusu ile
calisilan laboratuvar ortamlari.

Oral bulas: Infekte inegin ¢ig siitii, infekte hayvanin etini yemek.

Insandan insana bulas: Kornea-solid organ transplanti, infekte insan tarafindan
1sirilma, infekte insanla 6piisme, cinsel yolla.
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Sekil 2.1. Kuduz Hastaligina Yakalanmig Kopek

2.3. Kuduz Viriisii Yapis1

Kuduz enfeksiyonu, Mononegavirales sinifinin Rhabdoviridae ailesinde yer alan
Lyssaviruslar tarafindan olugmaktadir. Kuduz viriisii (RV), Rabdoviridae ailesinden
negatif sarmalli bir RNA viriisii olan 5 yapisal proteini kodlayan nispeten basit, modiiler
bir genoma sahiptir: bir RNA'ya bagimli RNA polimeraz (L), bir niikleoprotein (N), bir
fosforile protein ( P), bir matris proteini (M) ve bir dis ylizey glikoproteini (G) igerir. N,
P ve L, genomik RNA ile birlikte riboniikleoprotein kompleksini (RNP) olusturur
(Faber vd. 2009). RNA genomu niikleoproteinin igine sikica kaplanmistir (Sekil 2.2.).
Sadece RNP olarak adlandirilan kapsiillenmis RNA, transkripsiyon ve replikasyon igin
fonksiyonel bir sablondur. Viral kapsid ayrica polimerazdan (biiylik protein i¢in L
olarak Dilinir) ve polimeraz kompleksinin katalitik olmayan alt birimi olan
fosfoproteinden olusan viral polimeraz kompleksini (PC) igerir. Kapsid, iki viral
protein, matris proteini ve glikoprotein ile etkilesime giren konake1 hiicreden tiiretilmis
zar ile cevrilidir. Yapisal diizeyde, matris proteini, kuduz viriisiit RNP'si ile virion zar1
arasinda bir koprii islevi goriir. Matriks proteini, RNP ile etkilesime girer ve onu
yogunlagtirarak, viryonlar i¢inde bulunan RNP'nin tipik sarmal formunu verir. Ayrica
bir trimer olusturan glikoproteinin sitoplazmik alani ile etkilesime girer ve sadece virlis

girisi ve membran filizyonunda degil, ayn1 zamanda viriis saliniminda da rol oynar
(Schnell vd. 2009).
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Sekil 2.2. Kuduz viriisii virionu (Schnell vd. 2009)

e Negatif sarmalli RNA genomu, niikleoprotein (sar1) i¢ine sikica sarilir ve RNP
olarak adlandirilir.

e Diger iki viral protein, RNP ile iliskilidir, i¢ ¢ekirdegi veya kapsidi olusturan
viral polimeraz (mavi) ve fosfoprotein (turuncu).

e Kapsid, iki ek viral proteinle iligkili olan konak¢i hiicreden tiiretilen zar
tarafindan yutulur: kapsid ve virion membrani arasinda bir koprii gorevi géren
matris proteini (yesil) ve trimer olarak diizenlenen tek transmembran
glikoproteini (mor).

Kuduz virlisii gen ekspresyonu ve genom replikasyonu yiiksek diizeyde
diizenlenir ve VSV (vezikiiler stomatit viriisii, bir rabdoviriis) dahil olmak {izere diger
rabdoviriislerinkinden bazi agilardan farklidir. VSV'nin en az zamanda olabildigince
¢ok viriis tiretmeyi amagladigi goriinse de, kuduz viriisii iki nedenden dolay1 enfekte
olmus hiicreleri korumaya calisir. Ilk olarak, enfekte olmus noronda sitotoksisitenin
indiiklenmesi ndronal tasimay1 dnleyecektir. ikincisi, yiiksek seviyelerde viral protein,
ozellikle glikoprotein iretimi, viriisii yasam dongiisiinii tamamlamadan 6nce nétralize
edecek olan giiglii hiimoral bagisiklik tepkilerini indiikleyecektir. Bu nedenle, kuduz
viriisti, verimli viral liretim i¢in gerekli optimum miktarlarda, ancak bagisiklik sistemi
tarafindan taninmayacak veya konake¢t hiicrelerinin hayati islevlerine miidahale

etmeyecek kadar diisiik viral bilesenler iireten diizenleyici mekanizmalar gelistirmistir
(Hooper vd. 2009).

Viral replikasyonun diizenlenmesi de RV patogenezine katkida bulunan 6nemli
mekanizmalardandir. Patojenik RV suslari, zayiflatilmis suslardan daha diisiik bir
oranda c¢ogalir, bu da viriisler tarafindan MSS'ye ulasmak i¢in kullanilan néronlarin
yapisinin korunmasina yardimci olur. Ek olarak, viral antijenlerin, 6zellikle koruyucu
bagisikligin uyarilmasindan sorumlu ana viral antijen olan RV G'nin diisiik ekspresyon
seviyeleri, konak¢1 bagisiklik sistemi tarafindan erken saptanmasini engeller. Yabanil
RV'lerinin aksine, cogu zayiflatilmig RV susu ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalir ve biiyiik
miktarlarda G eksprese eder, boylece virlis klirensi ile sonuglanan gii¢lii adaptif
bagisiklik tepkilerini indiikler. Bu 6zellikler, kuduz 6ncesi ve PEP i¢in zayiflatilmis RV
suslarinin kullanimina temel saglar (Morimoto vd. 1999).



KAYNAK TARAMASI 0. ULGEN

2.4. Kuduz Viriisiiniin Yasam Dongiisii

Kuduz viriisiiniin yasam dongilisii ii¢ asamaya ayrilabilir. (Sekil 2.3.) Birinci faz,
konaker1 hiicre reseptoriine (veya reseptorlerine) baglanmayi, endositoz yoluyla konakgi
hiicreye girisi, ardindan viral ve endozomal membranin fiizyonunu ve viral genomun
sitoplazmaya salinmasini igerir. Yarasayla iligkili kuduz virlisiinii kullanan yeni bir
calisma, virlisiin kanda yayildigini ve hipotalamusun norovaskiiler kavsaginda MSS'yi
isgal ettigini gosterse de, klasik vahsi tip kuduz virlisii bilyiik olasilikla sinir-kas
kavsaginda bir motor norona girer ( Preuss 2009). Her iki durumda da, kuduz viriisii
parcaciklar1 daha sonra enfekte noron aksonu yoluyla retrograd yonde tasinir. Viriis
parcaciklar1 néronun hiicre gévdesine ulastifinda, virion bilesenlerinin (transkripsiyon,
replikasyon ve protein sentezi) iiretimini igeren ikinci agsama baslar. Yasam dongiisiiniin
son asamasi, viral bilesenlerin bir araya getirilmesini, bunlarin tomurcuklanma
bolgesine tasinmasini ve daha sonra yeni bir enfeksiyon dongiisiinii baslatabilecek olgun
kuduz viriisli parcaciklarinin salinmasini igerir. Bu islemin her adimi yiiksek diizeyde
korunmustur ve sadece kismen anlasilmistir (Kelly vd. 2000).

Sekil 2.3. Kuduz viriisii yasam dongiisiiniin yonleri (Schnell vd. 2009)

Enfekte bir hiicredeki basitlestirilmis bir kuduz viriisii yasam dongiisti, {i¢ farkl
asamaya ayrilabilir. Birinci asama, endositoz yoluyla baglanma ve konakgi hiicreye
girisi (adim 1), ardindan viral genomu serbest birakmak i¢in viral membran ve endozom
membraninin fiizyonunu igerir (adim 2). Ikinci asamada, virion bilesenleri iiretilir
(transkripsiyon, replikasyon ve protein sentezi; asama 3). Yasam dongiisiiniin son
asamasi, viral bilesenlerin bir araya gelmesi ve yeni bir enfeksiyon dongiisiinii
baglatabilen kuduz viriisii viryonlarinin tomurcuklanmasi ve salinmasidir (4. adim).
(ER, endoplazmik retikulum).
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2.5. Kuduz Viriisiiniin Noronlara Girisi ve Noron I¢ci Tasima

Kuduz viriisiiniin aksonlardaki giris bolgesi protein sentezi icin gerekli
biyokimyasal ortami saglamadig i¢in, kuduz viriisiiniin replikasyon ve transkripsiyon
i¢in ndronal hiicre govdesine ulasmasi gerekir.
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Sekil 2.4. Kuduz viriisiiniin ndronlara girisi ve ndron i¢i tagima

Nikotinik asetilkolin reseptorii (nAchR), postsinaptik kas zarinda bulunur.
nAchR'nin néromiiskiiler kavsakta veya sinaptik yarikta kuduz viriisiinii zenginlestirdigi
ve bagli motor ndronlarin daha verimli enfeksiyonunu sagladig: 6ne siiriilmiistiir. Diger
arastirmalar, ilk kuduz wviriisii replikasyonunun kas hiicrelerinde oldugunu ve
nAchR'lerin kas hiicrelerini enfekte etmek igin kullanilabilecegini gosterir (Lafon
2005). Her iki durumda da kuduz virlisii néronlara noral hiicre yapisma molekiilii
(NCAM) veya bagka bir bilinmeyen reseptor kullanarak girer. Kuduz viriisiiniin akson
yoluyla hiicre govdesine tasinmasi i¢in iki farkli mekanizma Onerilmistir: ya kuduz
viriisii kapsidinin ya da tiim kuduz viriisii virionunun kese i¢inde tasinmasi. Kanitlar,
bozulmamis viryonlarin tasinmasini desteklemektedir (Malgaroli vd. 2006).

2.6. Tarihte Kuduz Asis1

Victor Galtiere, 1879 yilinda tavsanlarin kuduza karsi olduk¢a duyarl ve viriis
icin uygun bir hayvan oldugunu gostermistir. 1885 yilinda Louis Pasteur tarafindan
Emile Roux ile yapilan c¢alismalara dayanan, kuduz bir képek tarafindan 14 yerinden
isirilan 9 yasindaki Joseph Meister'in basarili tedavisinde PEP (temas sonrasi
profilaksi)'in kokeni iyi bilinmektedir. Ik asilama, kuduzdan &len tavsanlarin
kurutulmus omurilik dokularindan hazirlanan bir dizi asidan olusuyordu, 13. doz en
Oldiirticii preparatti. Asi1 serisi, 0lii veya yiiksek oranda zayiflatilmig bir preparattan canli
kuduz viriisline dogru ilerliyordu. Bu as1, beynine sabit viriis enjekte edilen tavsanlarin
omuriliginin desikatérde KOH ile muamele edilerek kurutulmasi ile elde ediliyordu
(Hooper vd. 2011). Hilary Koprowski, 1954'te as1 ve kuduz antiserumunun bir
kombinasyonunun daha etkili oldugunu gosterene kadar, etkisizlestirilmis sinir dokusu
astlar1 kuduz PEP'inin temeli oldu (Koprowski 1954). Modern PEP, uygun yara
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yonetimi, inaktive kuduz viriisii asis1 ve kuduz immiin globulin uygulamasindan olusur.
Inaktive kuduz viriisii, mevcut tiim insan kuduz asilariin temelidir (Hooper vd. 2011).

Uc hiicre kiiltiirii kuduz asist Amerika Birlesik Devletleri'nde lisanshidir: insan
diploid hiicre asis1 (Imovax Rabies, Sanofi Pasteur, Swiftwater, PA, ABD),
saflagtirilmis civeiv embriyo hiicre asis1 (RabAvert, Novartis Vaccines and Diagnostics,
Emeryville, CA, ABD) ve adsorbe edilmis kuduz asis1 (Bioport Corporation, Lansing,
MI, ABD). Bununla birlikte, Amerika Birlesik Devletleri'nde yalnizca Imovax ve
RabAvert kullanim i¢in mevcuttur. Hem Imovax hem de RabAvert koruyucu i¢ermez ve
sulandirildiktan hemen sonra uygulanmalidir. 2°C ile 8°C arasinda i1siktan korunarak
saklanmali ve dondurulmamalidir. Her iki as1 i¢in de 1 dozun toplam hacmi 1 mL'dir
(hem maruziyet dncesi hem de maruziyet sonrasi profilaksi rejimleri i¢in tam 1.0 mL
intramiiskiiler (IM) doz kullanilir) ve deltoid bolgeye IM uygulanmalidir. Kiigiik
cocuklarda ve bebeklerde, gerekirse asilar uylugun anterolateral bolgesine enjekte
edilebilir. Gluteal uygulama oOnerilmez, ¢iinkii bu daha diisiik notralize edici antikor
titrelerine neden olabilir ve siyatik sinire zarar verebilir. Asilar subkutan, intradermal
veya intravaskiiler olarak uygulanmamalidir. Gelismekte olan iilkelerde maliyetleri
azaltmak amaciyla, bazilar1 intradermal ve IM enjeksiyonlarin kullanimi denemistir
(Verma vd. 2011). Bununla birlikte, bu uygulama Amerika Birlesik Devletleri'nde
onaylanmamistir ve daha fazla veri elde edilene kadar denenmemelidir. ABD Gida ve
flag Dairesi (FDA), insan kullammma yonelik tim ABD lisansh kuduz asilarinm,
Diinya Saglik Orgiitii'niin tavsiye ettigi 1,0 mL as1 bagma 2,5 IU standardina esit veya
daha yiiksek bir etki giicline sahip olmasini sart kosar. Siddetli yumurta alerjisi olan
hastalarda as1 civciv embriyolari ile hazirlandigindan ve az miktarda yumurta proteini
icerebileceginden RabAvert'ten kacinilmalidir. 1 ast {riinliiniin  digerine kiyasla
Gistiinliigiinii tespit etmek i¢in karsilastirmali klinik ¢alismalar mevcut degildir (Weant
vd. 2013).

Kuduz viriisii asilarinin gelistirilmesinde ve kuduzun kontroliinde kaydedilen
bliyiik ilerlemeye ragmen diinya capinda kuduz viriisiiniin neden oldugu yillik 6liim
sayist oldukc¢a fazladir. Bu nedenle, tedavi i¢in yeni yaklasimlara ve daha ucuz, daha
etkili asilara acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.7. Sumolasyon

Protein translasyon sonrast modifikasyonlari fosforilasyon, glikosilasyon,
asetilasyon, ubikuitinasyon, SUMOlasyon ve digerlerini igerir. Ubikuitinasyon'un bir
rakibi olarak, protein SUMOIlasyon, son yillarda arastirma konularindan biridir.
SUMOlasyon, kiigiik ubikuitin benzeri degistirici (small ubikitin-related modifier,
SUMO) protein ailesinin bir iiyesinin hedef proteinlerdeki lizin (Lys) kalintilarina
konjuge edildigi PTM'lerden biridir. SUMOlasyon modifikasyonu, degistirilmis
proteinlerin sentrin/SUMO-spesifik proteazlar (SENP'ler) tarafindan deSUMOlasyona
tabi tutulabildigi, tersine gevrilebilir ve dinamik bir siiregtir. Bir SUMO'nun bir proteine
tersinir sekilde baglanmasi, ubikuitinasyon yolagina benzer bir enzimatik yol tarafindan
kontrol edilir (Guo vd. 2014). Giderek daha fazla arastirma, viicudun normal islevinde
SUMOlasyon'n 6nemini fark etmistir. Biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda biriken
bilgilerin yan1 sira SUMOIlasyon'in protein hiicre alti1 lokalizasyonunu, protein-DNA
baglanmasini, protein-protein etkilesimlerini, transkripsiyonel diizenlemeyi, DNA
onarimini ve genom organizasyonunu diizenledigi bildirilmistir (Yang vd. 2017).



KAYNAK TARAMASI 0. ULGEN

Ayrica, SUMO diizenlemesindeki sapmanin kalp hastaligi, ndrodejeneratif hastalik ve
kanserler dahil olmak {izere gesitli hastaliklarla yiiksek oranda iligkili oldugunu gdsteren
¢ok sayida kanit vardir (Hickey vd. 2012).

Protein SUMOlIasyon biyokimyasal siireci ubikuitinasyon ile ilgilidir. Ubikitin
benzeri proteinlerin (Ubls) korunmus bir protein ailesinin en belirgin iiyeleri olan
Ubikitin ve SUMO, bir izopeptid bagi yoluyla hedef proteinlerin Lys kalintilarina
baglanabilir. Ubikuitin benzeri modifikasyonlar, aktive edici enzimlerin (E1s), konjuge
edici enzimlerin (E2s) ve ligazlarin (E3s) ardisik eylemini gerektiren {i¢ asamali bir
kademeli mekanizmada gergeklestirilir. Insan hiicrelerinde, ubikuitinasyon, iki E1
ubikuitin aktive edici enzim, yaklasik 35 ¢esit E2 ubikuitin konjuge edici enzim ve
cesitli E3 ubikuitin ligazlar1 tarafindan aracilik edilir. Ubikuitinlenmis proteinler,
ubikuitin baglama alanlar1 i¢eren reseptorler tarafindan taninirken, 6zel bir proteaz ailesi
olan deubikuitinazlar, ubikuitin modifikasyonlarin1 ortadan kaldirir (Komander vd.
2016).

Benzer sekilde, ubikuitinasyon'in benzer bir modifikasyonu olan SUMOIlasyon,
sirayla E1, E2 ve E3 enzim Kkatalizi altinda gergeklestirilen biyokimyasal siiregte
ubikuitinin konjugasyon yoluna benzer. Protein SUMOIlasyon sirasinda, SUMO'lar
memeli hiicrelerinde SENP'ler tarafindan C-terminali diglisin motiflerini ortaya
¢ikarmak i¢in boliinme gerektiren propeptidler olarak sentezlenir. SUMO'lar daha sonra
SUMO aktive edici enzim alt birimi 1 (SAE1l) ve SAE2'nin ATP'ye bagimli bir
heterodimeri tarafindan aktive edilir ve bu heterodimer aktive edilmis SUMO proteinini
spesifik ve benzersiz birlestirici enzim olan bir ubikuitin eslenik enzimi 9'a (Ubc9), bir
trans-esterifikasyon reaksiyonu ve yiiksek enerjili bir tiyoester bagi olusturularak
aktarilir. Ubc9 genellikle bir E3 baglama enzimi ile birlikte hareket eder, ardindan
substrata SUMO konjugasyonunu katalize eder. Son olarak, SUMO konjugasyonu,
SUMO C-terminali ile hedef protein i¢indeki bir Lys'nin bir e-amino grubu arasinda bir
izopeptid bagi olusturur. SUMO modifikasyonunun bir proteinden c¢ikarilmasina
SENP'ler aracilik eder. Memeli hiicrelerinde SUMO modifikasyonlarinin biyokimyasal
stireci Sekil 2.5°te gosterilmistir (Yang vd. 2017).

Bir partner proteinin N-terminaline oldukg¢a stabil bir yapmin (ubikitin veya
SUMO gibi) eklenmesi, stabiliteyi artirarak verimi arttirir. Ilgilenilen proteinlerle
kaynagmig SUMO, proteinlerin dogru katlanmasina yardimci olarak ekspresyonu
onemli olgiide gelistirir ve ¢ozlniirliigii destekler. Ubikitin'in, E. coli'deki kaynasmis
proteinler {izerinde refakatci etkisi uyguladigi ve bunlarin verimini ve ¢dziiniirliigiinii
arttirdig1 bilinmektedir. Ubikuitin ve ubikuitin benzeri proteinlerin ¢oziindiiriicii etkisi,
kismen, ubikuitin ve SUMO'un ¢ekirdek yapisinin dis hidrofilikligi ve i¢ hidrofobikligi
ile de acgiklanmustir, aksi takdirde ¢oziinmeyen proteinler iizerinde deterjan benzeri bir
etki uygular. Yiiksek oranda ¢oziiniir bir flizyon etiketinin mevcudiyeti ayrica protein
driinlerinin E. coli'de artan ¢Oziiniir ekspresyonunu miimkiin kilar, bdylece {iriin
agregasyonunu veya inkliizyon cisimlerinin olusumunu 6nler (Singh vd. 2012).
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Sekil 2.5. Memeli hiicrelerinde SUMO modifikasyonlarinin biyokimyasal siireci (Yang
vd. 2017)

e Tiim kiigiik ubikuitin benzeri degistirici (SUMO) paraloglari, bir karboksi-
terminal diglisin (GG) motifini (olgunlagsma) ortaya ¢ikarmak icin ilk dnce bir
SENP tarafindan boliinen 6n proteinler olarak sentezlenir.

e Heterodimerik E1 aktive edici enzim (SAE1 ve SAE2 dahil) tarafindan ATP
gerektiren bir aktivasyon adimi daha sonra bir SUMO — SAEZ2 tiyoester iiretir.

e SUMO daha sonra tekrar bir tiyoester olugturan E2 konjuge enzim Ubc9'a
aktarilir. Bu son adim, genellikle SUMO C-terminali ile hedef protein i¢indeki
bir lizin arasinda bir izopeptid bag1 meydana getirmek i¢in bir SUMO E3
ligazin1 gerektirir.

Fonksiyonel ve yapisal ¢alismalarda membran proteinlerinin ekspresyonu ve
saflastirilmasi i¢in kosullarin optimize edilmesi zahmetli ve zaman alic1 bir siirectir. Bu
ayni zamanda verimli bir ifade ve saflastirma islemi gerektirir. Bu siire¢ fiizyon
teknolojisi kullanilarak hizlandirilabilir. Siddetli akut solunum sendromu koronaviriisii
(SARS-CoV) proteaz ve 5-lipoksijenaz aktive edici protein (FLAP) gibi zar proteinleri,
fiizyon teknolojisi kullanilarak basariyla eksprese edilmis ve saflastirilmistir (Zuo vd.
2005). Benzer bi yontem SUMO proteini ve kuduz viriisii i¢in denenerek, kuduza karsi
daha ucuz, daha etkili ve stabilitesi ve immunojenitesi daha yiiksek bitki kaynakli
asilarin gelistirilmesine umut olabilir.

2.8. Bitki Bazhi Gegici Ekspresyon Sistemleri ve Agroinfiltrayon Metodu

DNA tabanli teknolojilerin gelistirilmesi, protein ekspresyon sistemlerinin
gelistirilmesi i¢in yeni firsatlar yaratmistir. Bugiline kadar, birkag protein ekspresyon
sistemi gelistirilmis ve bu ekspresyon sistemleri kullanilarak, halihazirda piyasada
bulunan bulasici hastaliklarin asilar1 da dahil olmak {izere ¢esitli rekombinant proteinler
iretilmistir. Gelistirilen ilk ekspresyon sistemi bakteri ekspresyon sistemidir ve su anda
en c¢ok kullanilan sistemdir. Bakteri ekspresyon sistemi ucuz ve verimli olmasina
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ragmen, sistemin Okaryotik proteinlerin, O6zellikle kompleks memeli proteinlerinin
tiretimi i¢in ciddi sinirlamalar1 vardir. Diigiikk maliyeti ve giivenligi nedeniyle maya,
rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in mikemmel bir Okaryotik konaktir. Ancak
mayalarda yaygin olarak goriilen hipermannosilasyon, protein katlanmasini olumsuz
etkiler. Memeli hiicre kiiltiiri, karmasik memeli proteinlerinin iiretimi i¢in ideal bir
platformdur, ancak bu sistemin memeli patojen kontaminasyonu riski vardir, ¢ok
pahalidir ve biiyiitiilmesi de zordur. Son yillarda bitkiler, giivenli ve etkili terapotik
proteinler tiretmek i¢in umut verici bir alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bitki bazli
gecici ekspresyon sistemi, asi1 antijenleri, terapotik proteinler, antikorlar ve endiistriyel
enzimler dahil olmak {izere ¢esitli rekombinant proteinlerin {iretimi i¢in umut verici bir
teknolojidir. Bu sistemler, hizli tiretim zaman ¢izelgesi, diisiik maliyetli girdi, yliksek
diizeyde 6l¢eklenebilir, yiiksek iiretim kapasitesi ve memeli patojenlerini barindirmayan
diger ifade sistemlerine gore iistiin faydalar sunar. Simdiye kadar, bitkilerde as1
antijenleri, antikorlar ve terapotik proteinler dahil olmak iizere bir dizi rekombinant
protein iretilmistir. Bitki ekspresyon sistemi, diger ekspresyon sistemlerine kiyasla
basit, yiiksek diizeyde Ol¢eklenebilir, uygun maliyetli iiretim, barindirilan herhangi bir
memeli patojeninin olmamasi nedeniyle goreceli {irin giivenligi ve Okaryotik post-
translasyon modifikasyon makinelerinin varlig1 gibi birgok avantaja sahiptir ve yetenegi
vardir (Mamedov vd. 2020).

Bitkilerde gecici gen ekspresyonu, ¢ok kisa (giinler) bir siire i¢inde biiyiik
miktarda rekombinant proteinin birikmesine izin verir. Bitkilerde gegici olarak eksprese
edilen rekombinant proteinlerin {iretimini arttirmak i¢in iki ana strateji Ozetlenebilir:
daha pahali ve zaman alic1 yaklagim, viral bazli vektorlerin insasi dahil ekspresyon
vektor sisteminin modifikasyonunu igerir. Bu sistem, farkli plazmitleri tagiyan
Agrobacterium'un ayni anda infiltrasyonu ile bitkiye verilen {i¢ elementten olusur. Viral
genler ve diizenleyici elementler, Streptomyces faj PhiC31 siteye 06zgii rekombinazin
yardimiyla bitki hiicresi i¢indeki ilgili gen ile birlestirilir. Ortaya ¢ikan DNA molekiili,
RNA'ya bagimli RNA polimerazin viral genlerini ve hareketli proteini igerir. Raportor
gen, yesil floresan protein (GFP), bir viral kaplama proteininin subgenomik promotorii
tarafindan calistirilir. Bu nedenle, elde edilen vektor, kaplama proteininden yoksun
oldugu i¢in sistemik olarak hareket edemez, ancak hareketli protein nedeniyle hiicreden
hiicreye hareket edebilir (Marillonnet vd. 2004). Son yaymlar bu yaklagimmn
perspektiflerini gostermistir: Agrobacterium infiltrasyonu ile bitkide saglanan viral bazl
vektorlerin optimize edilmis yapisi, GFP seviyesinin %50'den fazla TSP ve %10'a kadar
insan biiylime hormonu seviyesinin elde edilmesini sagladi. (Sheludko vd. 2006).

Agroinfiltrasyon hizlidir, higbir transgenik bitki olusturulmasina gerek yoktur ve
deneysel islem basit oldugu i¢in numune sayilarinin arttirilmast da uygundur. Diigiik
verimlilikte ve kararsiz proteinlerin fonksiyonel fenotiplerini gézlemlemek i¢in 6zellikle
iyl bir tekniktir ¢linkii bu proteinler genellikle transgenik bitkilerde bile saptanamaz
(Liu vd. 2010). Agroinfiltrasyon i¢in, en yaygin olarak kullanilan ajan, dikot bitkilerin
genis bir konak¢i araligi patojeni olan Atumefaciens'tir. A. tumefaciens bir tiimor
indiikleyici (Ti) plazmiti icerir. ilgili gen, Agrobacterium Tumefaciens'in Ti-plazmitine
enjekte edilir. Bir Ti plazmidinden transfer DNA's1 (T-DNA), bakterinin viriilans
mekanizmasi aktive edildikten sonra bitki hiicrelerine yer degistirir. Bu, hafif asidik bir
ortamda salinan diisiik molekiiler agirlikli fenolik bilesikler ve monosakkaritler
tarafindan yarali bitki hiicrelerinde tetiklenebilir. Viriilans geni, Agrobacterium
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slispansiyonlarinin ana damarlar tarafindan tanimlanan yaprak panellerine sizmasindan
sonra aktive olur. Daha sonra yaprak panellerindeki bitki hiicreleri doniistiiriilecek ve T-
DNA bolgesinde bulunan transgen(ler)i ifade edecektir (Du vd. 2014).

Agrobacterium
tumefaciens
( DNA containing
‘-q& O gene for desired trait

{

e
@ (2] (3] 4
e — —_—

3 Insertion of Intro- Rege- )
gene into duction neration P
plasmid In'to . of plant
usin plan ~

T ONA restr?ctlon cells in . Plant with
enzyme and culture T DNA new trait
Restriction DNA ligase carrying
site new gene
within plant
chromosome

Sekil 2.6. Agrobacterium Tumefaciens aracili Agroinfiltrasyon (Gangrade vd. 2016)
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Organizmalar

Bir E.coli susu olan XLIBlue daha onceden yapilan calismalar sirasinda
Akdeniz Universitesi, Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi’nden temin
edilmistir.

Nicotiana Benthamiana, Akdeniz Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji boliimii
iklimlendirme odasinda torf ve perlit karisimi (3:1 oraninda) iizerinde 24°C, 60 % nem
ve 18 saat 1s1kli 6 saat 151ksiz olacak sekilde yetistirildi ve deneylerde 6-7 haftalik
bitkiler kullanildi.

3.2. Kullanilan Besiyerleri, Tampon Cozeltiler ve Digerleri
1% Agoroz jel

0.6 g agaroz tartilip 60 ml 1x TAE tamponu iginde ¢ozdiiriildii. Soliisyon
tamamen ¢Oziilene kadar mikrodalga firinda yaklasik 1-2 dakika 1sitildi. Cozeltinin
sicakligi diistiikten sonra 1,2 pL Ethidium Bromide (EtBr) eklendi. Karisim Onceden
hazirlanmis yatay elektroforez tankina dokiliip uygun tarak yerlestirildi ve agarin
katilasmas1 beklendi.

50X TAE tampon Soliisyonu

242 g Tris, otoklavlanmis 700 mL ddH-O iginde ¢ozdiiriildi. Karigim, 100 mL
0.5M EDTA (pH: 8) ve 57.1 mL glacial asetik asit eklenerek ¢o6ziildi. pH 8.5-8.6'ya
ayarlandiktan sonra, son hacim otoklavlanmis ddH-O ile 1000 mL'ye tamamlandi.

1X TAE tampon Soliisyonu

20 mL S50xTAE tampon soliisyonu son hacim 1000 mL olacak sekilde
otoklavlanmis ddH-O ile tamamlandi.

0.5MEDTA

14,612 g EDTA tartildi ve 80 mL otoklavlanmis ddH:O i¢inde ¢ozdiiriildi.
pH:8'e ayarlandiktan sonra, son hacim otoklavlanmis ddH-O ile 100 mL'ye tamamlandi.

SOC ortami

20 g baktotripton, 5 g bakto maya ekstrakti, 2 ml 5M NacCl, 2.5 ml 1M KCI, 10
ml 1M MgCl, 10 ml 1M MgSO4 800 ml otoklavlanmis ddH2O i¢inde ¢oziildiikten
sonra, 121°C, 1 atm basingta, 30 dakika otoklavlandi. Soliisyon otoklavdan ¢ikarildiktan
sonra sicakligin 50 °C'ye diisiiriilmesi beklendi. Daha sonra steril kabin altinda 20 ml
1M glikoz ilave edilerek 4 °C'de saklandi.
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LB agarh Besiyeri (50mg/ml Kanamisin)

v LB-Broth

v ddH20

40 g LB-Broth Agar tartildi ve 1 litre otoklavli ddH.O 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 ml 50
mg/ml stock kanamisin igerisinden 1000ul antibiyotik eklendi. LB agar Besiyeri
petrilerde 25 ml olacak sekilde dokiildii ve +4°C'de saklanda.
Kanamisin stok (50mg/ml)

v/ Kanamisin

v ddH20

50mg/ml kanamisin stogu i¢in; 0,5 g kanamisinmonosiilfat(cat n:) tartild1 ve 10
ml ddH2O igerisinde ¢ozdiiriildii. Solusyon 0.45um filtreden enjektor ile gecirildi, 500
ul olacak sekilde eppendorflara ayrildi, -20°C de saklandi.
BBL Besiyeri (SYS)

v Soyhidrolizat

v/ Yeast extract

v NaCl

v/ ddH-0

800 ml otoklavli ddH-O igerisine 10 g soyahidrolat, 5 gr maya 6ziitli ve 5 g NaCl
eklendi ardindan manyetik karistiricida ¢ozdiirtildii. Cozelti pH: 7.0 olacak sekilde KOH
ile ayarlandi ve son hacim 1 L' ye tamamlandi. 121°C, 1 atm basingta, 30 dakika
otoklavlandi ve +4°C'de saklandi.
MMA Ortam (10 mm MES, 10 mm MgCl2)

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

v MgC12

v ddH20

800 ml otoklavli ddH-O igerisine 1.952 g MES ve 2.03 g MgCI2.6H20 eklendi
ardindan manyetik karistiricada ¢ozdiiriildii. Cozelti pH: 5.8 olacak sekilde NaOH ile
ayarlandi, son hacim 1 L’ ye tamamlandi. 121°C, 1 atm basingta, 30 dakika otoklavlandi
ve +4°C'de saklandi.
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Asetosringon

v Asetosiringon

v Etanol (absolute)

v ddH20

Asetosiringon 100 mM stok olarak hazirlanir. 0,3924 g asetosiringon, 12 ml %
95 etanol ve 8 ml otoklavli ddH-O iginde ¢oziildii. Stok, 0.45 um filtreden gecirildi ve
100 pl olacak sekilde -20°C'de saklandi.
90 % Gliserol

v 100% Gliserol

v ddH:0

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

1X Fosfat Tamponlu Salin (PBS)
v 1X PBS tablet
v ddH20

Hazirlanisinda anlatildigi gibi 1 adet PBS tablet 200 ml otoklavli ddH-O
igerisinde ¢ozdiiriildii ve +4°C'de saklandi.

DIECA (Sodyum dietilditiokarbamat)
v DIECA
v ddH:0
1 M (Dieca mw:225,31g/mol) olacak sekilde hesaplanarak hazirlandi. Bu

caligmada infiltre edilen yapraklarin ekspresyon kontroliinde 2 mM, purifikasyon igin
kullanilacak olan biyomas i¢in ise 1 mM DIECA kullanildu.

5X Laemmli Tampon (5X SDS)
v Tris
v Gliserol
v SDS

v/ Bromophenol Blue
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v/ B-mercaptoethanol

Laemmli buffer, igerisinde ki merkaptoetanol sayesinde proteinlerin denatiire
olmasini saglar. 7.5 ml B-merkaptoetanol igerisine 3.333 g SDS, 9.375 ml 1M Tris, 11.9
ml gliserol, 660 ul Bromofenol mavisi (% 0.01) eklendi ve ¢ozdiiriildii. Cozelti pH: 6.8
olacak sekilde HCI ile ayarlandi. Dort birim protein 6rnegi ve bir birim 5X Laemmli
Tampon ile karistirilarak kullanildi.
40 % Akrilamid / Bis-akrilamid Cozeltisi

v Akrilamid

v Bis-Akrilamid

v ddH:0

194.8 g akrilamid 150 ml otoklavli ddH-O i¢inde ¢6zdiirtildii. Ardindan 5.2 g
bisakrilamid c¢ozeltiye eklendi. Cozelti bir gece manyetik karistiricida birakildr ve
tamamen c¢Ozdiiriildii. Akrilamid tamamen c¢oziindiigiinde cozeltinin hacmi arttt ve

hacim 500 ml olacak sekilde tamamlandi. Akrilamid / bis-akrilamid soliisyonu 11k
gecirmeyen bir erlen icerisinde + 4°C' de saklandi.

1.5 M Tris-HCI Cozeltisi
v Tris
v HCI
v/ ddH-0

800 ml otoklavlanmis ddH:O i¢inde 185 g Tris ¢ozdiiriildi. HCI ile pH: 8.8'e
ayarlandi. Son hacim 1 L' ye tamamlandi.

0.5 M Tris-HCI Cozeltisi
v Tris
v HCI
v ddH-0

800 ml otoklavlanmis ddH-O i¢inde 60 g Tris ¢ozdiiriildii. HCI ile pH: 6.8' e
ayarlandi. Son hacim 1 L' ye tamamlandi.

10 % SDS Tamponu
v SDS

v ddH-0
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90 ml otoklavli ddH-O igerisine 10 g SDS tozu eklendi ve giin boyunca
manyetik karistiricida ¢oziinmeye birakildi. Oda sicakliginda saklandi.

Siilfat / 10 % Amonyum (APS)
v/ Ammonium persiilfat
v ddH20

10 pg APS tozu 90 pl otoklavli ddH-O igerisinde ¢ozdiiriildii ve her zaman
giinliik olarak hazirlandi.

5X TBS ve 1IX TBS

v Tris

v NaCl

v HCI

v ddH20

SX TBS, 20 mM Tris (pH: 7.5) ve 150 mM NaCl igerir. 12.115 g Tris ve 43.88 g
NaCl, 800 ml otoklavlanmis ddH.O iginde ¢oziilir. pH, HCI ile 7.5'e ayarlandu.
Otoklavli ddH20O ile hacim 1 L'ye tamamlandi. 1X TBS, 5X TBS'i seyrelterek
hazirlandi. 1 hacim 5X TBS ve 4 hacim otoklavli ddH2O ile karistirildi.
1X Yiiriitme Tamponu

v Tris

v Glisin

v SDS

v ddH-0

800 ml otoklavli ddH:O igerisine 3.03 g Tris ve 14.3 g Glisin eklendi ve
manyetik karistiricida ¢ozdurildi. Cozeltiye 10 ml 10% SDS soliisyonu eklendi ve son
hacim 1 L' ye tamamlanda.
1X Transfer Tamponu

v Tris
v Glisin

v SDS
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v ddH-0

800 ml otoklavli ddH-O igerisine 5.8 g Tris ve 2.93 g Glisin eklendi ve manyetik
karistiricida ¢ozdiirtildi. Cozeltiye 370 pl 10% SDS solusyonu eklendi ve son hacim
1 L' ye tamamlandi.

Cizelge 3.1. SDS-PAGE i¢in 12% Poliakrilamid jel hazirlanmasi

MALZEMELER AYIRMA JELI YUKLEME JELI
Otoklavli ddH20 2,175 ml 1,917 ml
40 % Akrilamid- 1,5ml 374.4 nl
Bisakrilamid Cozeltisi
1,5 M Tris-HCI 1,25 ml -
0,5M Tris HCI - 787 ul
10 % SDS 50 ul 31,25 pul
TEMED 2,5l 3,125 ul
10 % APS 25 ul 15,62 nul

Blotlama Cozeltesi (I-blok)
v’ Blotting grade powder
v 1XTBS

1 g blotting grade powder, 100 ml 1X TBS eklendi ve manyetik karistiricida
¢ozdiiriildi.

Jel Boyama Soliisyonu (Coomassie Blue)
v Glacial asetik asit
v Metanol
v/ Coomassie mavisi
v ddH-0

100 ml glacial asetik asit, 500 ml metanol ve 400 ml ddH.O karistirildu.
Karigima 1 gr Coomassie mavisi eklendi ve manyetik karigtiricida ¢ozdiirtildii.
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Destaining Soliisyonu
v/ Metanol
v Asetik asit

v ddH-20
200 ml metanol, 100 ml asetik asit ve 700 ml ddH-O karistirilir.
3.3. Genlerin Klonlanmasi

Sumo geni ve kuduz viriisii glikoproteini (SUMOGP) koeksprese olarak
sentezletilip Nicotiana Benthamiana bitkisinde ftretimi i¢in gerekli kodon
optimizasyonlart Prof. Dr. Tarlan MAMEDOYV tarafindan yapilarak, C terminal ucuna
His epitopu (afinite saflastirma etiketi) eklenerek vektor igerisinde ticari olarak satin
alind1.

SENP1 geni Nicotiana Benthamiana bitkisinde iiretimi i¢in gerekli kodon
optimizasyonlar1 Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV tarafindan yapilip C terminal ucuna
FLAG epitopu (afinite saflastirma etiketi) eklenerek vektor igerisinde ticari olarak satin
alindi. Tim genler, Age | ve Xho | restriksiyon enzimi kesim bdlgeleri ile
tasarlanmistir.

3.4. Genlerin Vektorden Kesimi ve Dogrulanmasi

Laboratuvarimizda daha 6nce SUMOGP ve SENP1 genlerini bulunduklart
vektorlerden ayirmak i¢cin Agel ve XhO1 enzimleri ile kesim islemi uygulanmistir.
Dogrulama i¢in genler 3uL GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific) ile IXTAE
tampon soliisyonunda %1 agaroz jele yiiklenip elektroforezde yiitiilmesinin ardindan
U.V. 151k kaynagi altinda ilgili SUMOGP ve SENP1 bantlar1 bir lanset yardimiyla
kesilerek jelden geri kazanilmigtir. Geri kazanimdan sonra tekrar %1 agaroz jele
yiiklenerek dogrulamalari yapilmistir.

3.5 LP1 Plazmitine Ligasyon ve E.coli XL1Blue Kompetan Hiicrelerine Transfer

Bulunduklar1 vektorlerden Agel ve XhO1 enzimleri ile ayrilan ve dogrulamalari
yapilan SUMOGP ve SENP1 genleri iireticinin protokoliine gore Quick Ligation Kit
(New England BioLabs, Katalog Numarasi: 1091410) kullanilarak LP1 plazmitine ligaz
edildi.

Plazmit ile birlestirilmis genler oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildikten
sonra 1s1 soku yontemiyle E.coli XL1Blue kompetan hiicrelerine aktarildi. Bu yonteme
gore ligasyon tirtinii (21 pl) tizerine E.coli XL1Blue kompetan hiicreler (400 pl) ilave
edildi ve 5 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Daha sonra Ornekler 42°C'deki su
banyosunda 50 saniye bekletildi ve hemen buz kabina aktarilarak 5 dakika daha buz
iizerinde tutuldu. Orneklerin iizerine 400 pl LB besiyeri eklenerek 37°C'de 225 rpm'de 1
saat inkiibasyonu saglandi.
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3.6. LP1 Plazmit izolasyonu

E.coli XL1Blue kompetan hiicrelerine transformasyonu yapilan ve inkiibasyonu
tamamlanan Ornekler (Lpl SUMOGP; Lpl SENP1) 3000xg'de 2 dakika santrifiijlendi.
Daha sonra ¢oken hiicrelere 100 pL siipernatan ilave edilerek ¢oken hiicreler pipetaj ile
yeniden siispanse edildi ve steril bir 6ze ile 50 pg/ml kanamisin i¢ceren LB petriye
yayilarak gece boyunca 37°C'de inkiibasyona birakildi. Bir gecelik inkiibasyondan
sonra petri kabinda koloniler gézlendi. Segilen koloniler 50 pg/ml kanamisin igeren 5
ml sivi LB besiyerine konularak 37°C'de 225 rpm'de gece boyunca inkiibe edildi. E.coli
XL1Blue hiicrelerindeki plazmitler, Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research,
ABD, Katalog Numarasi: D4037) ile iireticinin protokoliine gére izole edildi. Izole
plazmitler, 37°C'de 1 saat siireyle XhO1 ve Agel enzimleri ile kesildi ve 6rnekler 3uL
GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific) ile 1XTAE tampon ¢ozeltisi iginde %1
agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 110V'da 55 dakika ¢alistirilarak dogrulamalari
yapildi. Plazmitleri igeren E. coli XL1Blue hiicrelerinin bir kismi1 90 % gliserol ile
stokland1 ve -80 °C'de saklandi.

3.7. Agrobacterium Tumefaciens Suslarmma (Kompetent Hiicrelerine) Transfer

E.coli XL1Blue hiicrelerinden (Lpl SUMOGP; Lpl SENPI) izole edilen ve
dogrulamalar1 yapilan plazmitler, elektrik sokuyla elektroporasyon yoluyla (BIO-RAD
Gene pulser Xcell, USA) Agrobacterium tumefaciens AGL1psoup ve EHA105 susu
kompetent hiicrelerine aktarildi (0,5uL DNA+50uL  AGL1psoup/EHAL105 susu
kompenent hiicreler, SUMOGP: 2474V. 10,2m/s; SENP1 2482V. 10,2m/s).
Elektroporasyon kiivetine 1 ml SOC Medium eklendikten ve nazikge pipetaj yapildiktan
sonra hiicreler 28°C’de 2 saat calkalayicili inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan 6rnekler 300g"de 2 dakika santrifiij edildi. Bu bakteriler daha sonra 50 pg/ml
kanamisin igeren LB petriye sterile bir 6ze ile yayildi ve 28°C'de 3 giin boyunca
inkiibasyona birakildi. 3 giin sonra koloniler gozlendi. EHA105 kompetent hiicrelerine
ait petride koloni goézlenmedigi i¢in deneylere AGLI1psoup susu ile devam edildi.
Uygun koloniler segilerek kanamisin igeren BBL ortamina aktarildi ve gece boyunca 28
°C, 225 rpm'de inkiibasyona birakildi. Yaklasik 24 saat sonra biiyiitiilen bakterilerin 600
nm'de O.D. (Optik Yogunluk) dl¢iimii yapildi (Thermo Fisher Scientific Oy Ratastie 2,
FI1-01620, Finland) (O.D. >1 olmalidir). Bakteriyel ¢6zeltinin bir kismi1 ayrilarak 90 %
gliserol ile stokland1 ve -80 °C'de saklandi.

3.8. Nicotiana Benthamiana Bitkilerine A. Tumefaciens Aracihigr ile SUMOGP ve
SENP1 Varyantlarinin Infiltrasyonu

Agrobacterium Tumefaciens AGL1psoup hiicrelerine aktarilmis ve gece boyu
BBL ortaminda inkiibasyona birakilmig bakterilerin O.D degerleri Olgiiliip
kaydedildikten sonra bakteriler 5000xg'de 5 dakika santrifiij edildi, siipernatant atildi ve
pellet O.D.'ye gore, 100ml MMA tamponu i¢in 15uL asetosiringon ile desteklenmis
MMA ortamina aktarildi. Bakteriler daha sonra manyetik karistiricida oda sicakliginda
2 saat karigtirildi.

Infiltrasyon i¢in tohum ekiminden itibaren, 24°C, 60 % nem ve 18 saat 151kl1 6
saat 151ksiz olacak sekilde iklimlendirme odasinda yetistirilen 6-7 haftalik belli bir
biiyiikliige ulasan Nicotiana Benthamiana bitkileri kullanildi. 2 saatlik inkiibasyon
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sonunda bakteriyel ¢ozelti AGL1psoup SUMOGP ve AGL1psoup SENP1 hem tek
baslarina hem de SENP1 enziminin SUMOGP filizyon proteini iizerindeki etkisini
gozlemlemek ic¢in farkli konsantrasyonlarda koeksprese edilerek siringa araciligiyla
bitki yapraklarina enjekte edildi.

Cizelge 3.2. SUMOGP — SENP1 varyantlarinin infiltrasyonu i¢in A. tumefaciens
kombinasyonlar1

SUMOGP | SUMOGP:SENP1 SUMOGP:SENP1 SENP1
9:1 8:2
SUMOGP 10 mi 0,9 ml 0,8 ml -
SENP1 - 0,1 ml 0,2ml 10 ml

3.9. SUMO-GP ve SENP1 Varyantlarimn invitro Koeskpresyonu

Agrobacterium Tumefaciens AGL1psoup hiicrelerine aktarilmis ve Nicotiana
Benthamiana bitkilerine infiltrasyonu yapilan SUMOGP varyantina ait bitki yapraklari
5 dpi da toplanip -80°C ye kaldirildu.

-80°C’de bulunan SUMOGP varyantina ait bitki yapraklarindan 1 g alind.
Uzerine 3 ml ekstraksiyon tamponu (1X PBS, 2 mM DIECA) eklenerek havan ve
havaneli yardimi ile buz {izerinde ekstrakte edildi. Ezilen 6rnekler 20.000xg, 5dk,
+4°C'de santrifiij edilerek supernatant, pelletten ayrildi. Elde edilen siipernatant 6 adet
ependorfa 20'ser ul olarak paylastirildi. Ependorflarin iizerine laboratuvarimizda
saflagtirilmis olan SENP1 proteini farkli konsantrasyonlarda eklenerek oda sicakliginda
1 saat inkiibe edildi.

Cizelge 3.3. SUMO-GP ve saflagtirilmis SENP1 varyantlarinin invitro koeskpresyon
kombinasyonlari

SENP1 SENP1 SENP1 SENP1 SENP1 SENP1

SUMOGP - 1l 2 ul 3ul 4 ul 5ul
20 pl
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3.10. Western Blot ile Ekspresyon Analizi

SumoGP ve SumoGP:SENP1 varyantlar1 ile infiltre edilen Nicotiana
benthamiana bitki yapraklari infiltrasyondan sonraki 5. giinde (day post infiltration,
5dpi), SENP1 varyanti ile infiltre edilen bitki yapraklari ise 4 dpi‘da toplandi. Toplanan
infiltre yapraklardan homojen bir 6rnek alindi ve kalan yaprak kiitlesi kullanilana kadar
-80°C'de saklandi. Ornekler, agirliklarmin 3 kat1 hacimde ekstraksiyon tamponunda (1X
PBS, 2 mM DIECA) havan ve havaneli yardimi ile buz tizerinde ekstrakte edildi. Ezilen
ornekler 20.000xg, 5dk, +4°C'de santrifiij edilerek supernatant, pelletten ayrildi.
Western Blot Ekspresyon analizi i¢in 4 hacim supernatant ve 1 hacim 5X Laemmli
Tamponu karistirildi. Hazirlanan 6rnekler su banyosunda 100°C'de 5dk kaynatildi ve
12% poliakrilamid jele laboratuvarimizda daha dnce hazirlanan western blot standartlari
ile yiikleme yapildi. (SUmoGP ve SumoGP:SENP1 i¢in: dPA83 standat protein; SENP1
icin: PNGase standart protein) Protein etiketleri farkli oldugu icin SUMO-GP ve
SUMO-GP:SENP1 koeskpresyon ornekleri bir jele, SENP1 Ornegi ayr1 bir jele
yiiklendi. Yiritme tamponu ile birlikte 100 V'de 15 dakika ardindan 200 V'de 45
dakika yiiriitiildi. Daha sonra proteinler, transfer tamponu ile poliviniliden floriir
membran lizerine 100 V'da 1 saat transfer edildi. Membranlar, 1 saat oda sicakliginda
calkalayicida 1% I-blok ile blok edildi. 10ul primer antikor (SUMO-GP ve
SUMOGP:SENP1 koekspresyonlari i¢in; anti-6XHis monoklonal antikor Cat. no.
652502, SENP1 i¢in anti-FLAG antikor Cat. No. 637301) 10ml 1% I-blok hazirlanarak,
1 saat oda sicakliginda g¢alkalayicida inkiibe edildi. 1 saat sonra I-blok ile 3 kere 5’er
dakika yikama yapildi. Yikamalarin ardindan temizlenen membranlar sekonder antikor
ile (SUMO-GP ve SUMOGP:SENP1 koekspresyonlar1 i¢in Anti-Mouse IgG 3 pul + 10
ml I-blok; SENPI1 i¢in Anti-rat 1gG 3 pl + 10 ml I-blok) 1 saat oda sicakliginda
calkalayicida birakildi. inkiibasyonu tamamlanan membranlar 3 kere 5’er dakika I-blok
ile ardindan 1 kere 1X TBS ile yikandi. Membranlar 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.
Membran GeneGnome XRQ Chemiluminescence goriintiileme sistemi (Syngene Corp,
ABD) kullanilarak ekspresyon goriintiisii alindi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. LP1 Plazmit izolasyonu ve Enzim Kesimi ile Dogrulanmasi

Laboratuvarimizda bulunan LP1 plazmitine ligaz edilmis ornekler (LP1-
SUMOGP, LP1-SENPI), materyal metod kismina detaylica agiklandigi gibi 1s1 soku
yontemiyle E.coli XL1Blue kompetent hiicrelerine aktarildi. Inkiibasyonun ardindan
santrifiij edilen drnekler steril bir 6ze ile 50 pg/ml kanamisin i¢ceren LB petriye yayildi.
Bir gecelik inkiibasyondan sonra se¢ilen koloniler 50 pg/ml kanamisin igeren 5 ml sivi
LB besiyerine konularak 37°C'de 225 rpm'de tekrar bir gecelik inkiibasyona birakildi.
Kit ile iireticinin protokoliine gore yapilan plazmit izolasyonundan sonra, izole edilmis
plazmitler XhO1 ve Agel enzimleri ile kesim i¢in inkiibe edildi ve 1XTAE tampon
¢ozeltisi iginde %1 agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 110V'de 55 dakika g¢alistirilarak
genlerin yeri dogrulandi (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. LP1 plazmiti igine klonlanan SUMOGP ve SENP1 genlerinin Agel ve XhO1
enzimleri ile kesiminin elektroforez ile dogrulanmasi

LP-SumoGP plazmidinin Agel ve Xho | restriksiyon enzimi ile ikili
kesilmesinden sonra, klonlanmis SumoGP geninin biyiikliginii dogrulayan boyutta
1677 bp (sekilde C1 ve C3 olarak etiketlenmis) bant gézlendi. LP-SENP1 plazmidinin
Agel ve XhOL1 restriksiyon enzimi ile ikili kesilmesinden sonra, klonlanmis SENP1
geninin biiytkligiinii dogrulayan boyutta 843 bp (sekilde C1 ve C2 olarak etiketlenmis)
bant gozlendi. C3 koloni etiketine sahip SumoGP ve SENP1 agroinfiltrasyon transfer
icin kullanild.
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4.2. Westren Blot ile Ekspresyon Analizleri

Materyal ve metot bolimiinde anlatildigi gibi SUMOGP, SENPI ve
SUMOGP:SENP1 varyantlarmin koekspresyonlari enjektor kullanilarak Nicotiana
Benthamiana bitkisine infiltrasyonu yapildi. 24°C, %60 nem ve 18 saat 1s1kl1 6 saat
1s1ks1z olacak sekilde iklimlendirme odasinda yetistirildi. Agroinfiltrasyondan 4 ve 5
giin sonra bitkiler hasat edildi ve materyal metod boliimiinde anlatildigi gibi manuel
olarak ekstrakte edildi. Ekstrakte ornekler santrifiij sonrasi supernatant ile laemmli
buffer dogru oranlarda karistirildi. Poliakrilamid jele yiiklenen o6rnekler yiiriitildii ve
blotlamanin ardindan molekiillerin marker kullanilarak dogru yerde olduklar tespit
edildi.
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Sekil 4.2. Nicotiana Benthamiana'da {iretilen rekombinant SumoGP varyantinin
ekspresyon analizi

AGLI1psoup kompetent hiicresine aktarilmig ve Nicotiana benthamiana bitkisine
infiltre edilmis SENP1 varyanti ekspresyonu ekip arkadaslarimizdan birinin tez konusu
oldugu i¢in AGL1psoup SENP1 varyantina ait ekspresyon bulgular1 paylasilmayacaktir.
AGLI1psoup SENP1 varyant1 Nicotiana Benthamiana bitkisinde basariyla tiretilmistir.
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Sekil 4.3. Nicotiana Benthamiana'da iiretilen rekombinant SUMOGP:SENP1 varyantlari
farkli konsantrasyondaki koeskpresyonlari analizi
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Sekil 4.4. Nicotiana Benthamiana'da iiretilen rekombinant SumoGP:SENP1
varyantlarinin farkli konsantrasyondaki invitro koeskpresyon analizi
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5. SONUCLAR

Kuduz, kuduz viriisiiniin neden oldugu en yaygin onuncu oliimciil enfeksiyon
hastaligidir. Hastalik evcil ve vahsi hayvanlar araciligiyla yayilir. Kuduz, tedavi
edilmezse % 100 6limciildiir ve basta gelismekte olan iilkelerdeki cocuklar olmak {izere
yilda 60.000'den fazla 6liim vakasi olusturmaktadir. Kuduz viriisii, niikleoprotein (N
olarak tasarlanmig), fosfoprotein (P), matris proteini (M), RNA'ya bagli RNA polimeraz
(L) ve glikoprotein (G) kodlayan tek sarmalli, negatif-sense RNA genomundan olusur.
G proteini, kuduzu viriis notralize eden antikorlari indiikleyebilen ve intraserebral
zorlanmaya kars1 koruma saglayan en biiylik antijendir. Bununla birlikte, kuduzlara
kars1 insan ve hayvan asilari mevcut olmasina ragmen, bunlar pahalidir, Gretimleri
zahmetlidir ve nispeten zayif bir immiinojeniteye sahiptirler. Bu nedenle, biiyiik
miktarda iiretilebilecek, daha immiinojenik, daha ucuz ve giivenli kuduz asilarina acilen
ihtiya¢ duyulmaktadir. Halbuki, rabiesviriisiin zoonotik ve tehlikeli karakteri g6z Oniine
alindiginda, su anda Tirkiye'de kuduz asilarmin {iretimi yoktur ve iilkemiz, ciddi,
bildirilebilir bir hastaligin kontrolii i¢in ithalata bagimhidir. Tirkiye'de yerli {iretime
yonelik diisiik maliyetli, giivenli ve yliksek diizeyde immiinojenik yeni nesil kuduz
asilarmin gelistirilmesi biiyiik ihtiya¢ ve basari umududur.

Glinlimiizde, gesitli ifade sistemleri, bakteri, maya, memeli ve bocek hiicreleri
kiiltiirleri gelistirilmis ve protein bazli yeni nesil altbirimler asilar1 olarak adlandirilan
cesitli ag1 tiplerini ifade etmek icin yaygin sekilde kullanilmistir. Son yillardaki ¢ok
sayida caligsma, bitkiye dayali gegici sentezleme sisteminin yiiksek ekspresyonlara sahip
oldugunu gostermistir. Bu sistemler, hizli iiretim zaman ¢izelgesi, diisiikk maliyetli girdi,
yiiksek diizeyde oOlgeklenebilir, yiiksek iiretim kapasitesi ve memeli patojenlerini
barindirmayan diger ifade sistemlerine gore istiin faydalar sunar. Bu c¢alismada, G
proteinine dayali as1 adayi, transgenik ekspresyonunkiyle karsilastirilan bir takim
avantajlara sahip olan bitki gegici ekspresyon teknolojisi kullanilarak {iretilecektir.
Amacimiz, insan kullanimi i¢in uzun vadeli istikrar 6zelligi ile glivenli, diisiik maliyetli
ve yiiksek immiinojenik kuduz asis1 gelistirmektir.

Protein translasyon sonrast modifikasyonlar1 (PTM'ler) fosforilasyon,
glikosilasyon, asetilasyon, ubikuitinasyon, SUMOlasyon ve digerlerini igerir.
SUMOIlasyon, kii¢iik ubikuitin benzeri degistirici (small ubikitin-related modifier,
SUMO) protein ailesinin bir iiyesinin hedef proteinlerdeki lizin (Lys) kalintilarina
konjuge edildigi PTM'lerden biridir. SUMOlasyon modifikasyonu, degistirilmis
proteinlerin sentrin/fSUMO-spesifik proteazlar (SENP'ler) tarafindan deSUMOIlasyona
tabi tutulabildigi, tersine ¢evrilebilir ve dinamik bir siiregtir.

Bir partner proteinin N-terminaline oldukga stabil bir yapmin (ubikitin veya
SUMO gibi) eklenmesi, stabiliteyi artirarak verimi arttirir. Ilgilenilen proteinlerle
kaynagmis SUMO, proteinlerin dogru katlanmasina yardimci olarak ekspresyonu
onemli Slgiide gelistirir ve ¢oziiniirliigii destekler. Fonksiyonel ve yapisal c¢aligsmalar
icin membran proteinlerinin ekspresyonu ve saflastirilmas: i¢in kosullarin optimize
edilmesi zahmetli ve zaman alic1 bir siiregtir. Bu ayn1 zamanda verimli bir ifade ve
saflagtirma iglemi gerektirir. Bu siire¢ fiizyon teknolojisi kullanilarak hizlandirilabilir.

Yiriitilen tez c¢alismast kapsaminda bir protein translasyon sonrasi
modikasyonuna ait Sumo proteini bitki gecici ekspresyon sisteminde ifade edilmesi i¢in
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basartyla dizayn edildigi gosterilmistir. Agroinfiltrasyon kullanilarak Nicotiana
benthamiana bitkilerinde kisa siirede (5 dpi) kuduz viriisiine ait glikoprotein (GP) ile
Sumo proteini fiizyon olarak basarili sekilde tiretilmistir.

SumoGP filizyon proteinin ayrimi igin bitki gegici ekspresyon sisteminde ifade
edilecek sekilde tasarlanmis Sumo'ya 6zgii proteaz SENP1 Nicotiana benthamiana
bitkisinde kisa stirede (4 dpi), yiiksek saflikta basariyla tiretilmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda Sumo'ya 6zgili proteaz SENP1'in SumoGP
flizyon proteinini ayirdigi sdylemek zordur. Burada SENP1'in aktifligi veya Sumo-
SENP iliskisinde spesifik detaylar etkili olabilir. Daha kesin bilgiler ig¢in ileri
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ilerleyen asamalarda yiiksek saflikta, biyolojik olarak aktif ve yiiksek afiniteli
giiclii bir altbirim rekombinant as1 aday1 olacak protein, antijen, antikor ve rekombinant
enzimlerin iretimi hedeflenmektedir.
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