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OZET

Nicotiana benthamiana BITKiSINDE In vivo ENDO H ile DEGLIKOZILE
EDIiLMIi$S PA83'iin DIGER PA83 FORMLARI ile KARSILIKLI
STABILITE CALISMALARI

Deniz SAY
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dalh
Damisman: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Mayis 2020; 43 sayfa

Sarbon hastaliginin etken organizmasi olan Bacillus anthracis, genellikle otcul
hayvanlarin yaygin sekilde asilanamadig: iilkelerde ortaya c¢ikmaktadir. Bu bakteri
insanlara kutandz, gastrointestinal veya sporlarinin solunmasi ile ortaya ¢ikan inhalasyon
formu ile bulasabilmektedir. Bakterinin spor formu, sahip oldugu yiiksek 6liim oranlari
ve uzun zamandir potansiyel bir biyolojik savas ajani olarak kabul edilmesiyle bilim
adamlarin1 hizli ve etkili bir sekilde koruyucu bagisiklik saglayan, gelismis bir giivenlik
profiline sahip, rekombinant asilar gelistirmeye yoneltmistir. Rekombinant protein
ekspresyon sistemleri arasinda yer alan bitkiler, diger ekspresyon sistemlerine kiyasla
diisiik maliyetleri ve uygun giivenlik profilleri ile umut verici bir platformunu temsil
etmektedir. Ancak B. anthracis PA'si, okaryotik sistemlerde ekspresyon sirasinda
anormal sekilde glikozile olabilen potansiyel N-baglh glikozilasyon bdlgeleri
icermektedir. Daha onceki galismalar, glikozile edilmemis bir pp-PA83 formunu, peptit-
N-glikosidaz F (PNGase F) enzimi ile birlikte ekspresyonuna dayanan bir In vivo
deglikozilasyon yaklagimini Nicotiana benthamiana'da tasarlayarak {iretmiglerdir
(Mamedov vd. 2016). Laboratuvarimizda gergeklestirilen ¢alismalarin sonraki
asamalarinda baska bir deglikozile edici enzim olan Endo-p-N-asetilglukosaminidaz H
(Endo H)’in, PNGase F enziminin katalizi sirasinda meydana gelen deaminasyona
sebebiyet vermeden proteini katalizledigi bulunmustur (Mamedov vd. 2017). Bu tez
calismasinda Endo H tarafindan bu sekilde In vivo olarak iiretilen deglikozile PA83
proteini, PNGase F ile deglikozile edilen muadili ve proteinin glikozile formu saflastirma
deneylerinden sonra farkli zaman periyotlarinda ve sicakliklarda uzun stabilite testlerine
tabii tutulmustur. Endo H ile deglikozile edilen PA83, uzun zaman dilimlerinde dahi diger
PA83 formlarindan daha iyi bir stabilite gosterdigi kanitlanmistir. Elde edilen bu
sonuglar, bitki iretimli deglikozile PA83’lin sarbona karsi giivenli, etkili ve diisiik
maliyetli bir rekombinant alt {inite asis1 i¢in iyi bir aday olabilecegi gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus anthracis, Bitki Ekspresyon Sistemi,
Deglikozilasyon, Nicotiana benthamiana, Rekombinant Alt Unite As1, Sarbon
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ABSTRACT

COMPARATIVE STABILITY STUDIES OF ENDO H In vivo
DEGLYCOSYLATED PA83 WITH OTHER PA83 FORMS IN Nicotiana
benthamiana PLANTS

Deniz SAY
Master’s Degree Thesis, Agricultural Biotechnology Department
Supervisor: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
May 2020; 43 pages

Bacillus anthracis, the causative organism of anthrax, usually occurs in countries
where herbivorous animals cannot be widely vaccinated. These bacteria can be
transmitted to humans by cutaneous, gastrointestinal or inhalation form, which is caused
by inhalation of spores. The spore form of the bacterium has led scientists to develop
recombinant vaccines with an improved safety profile that quickly and effectively
protects immunity, with its high mortality rates and acceptance as a potential biological
warfar reagent for a long while. Plants among the recombinant protein expression systems
represent a promising platform with low costs and appropriate safety profiles compared
to other expression systems. However, B. anthracis PA contains potential N-linked
glycosylation sites that can be abnormally glycosylated during expression in eukaryotic
systems. Previous studies have produced a non-glycosylated form of plant produced
PA83 by using an in vivo deglycosylation approach based on its co-expression with the
peptide-N-glycosidase F (PNGase F) enzyme in Nicotiana benthamiana (Mamedov et al.
2016). Recently, for production of non-deglycosylated proteins another strategy, Endo H
(Endo-B-N-acetylglucosaminidase) in vivo deglycosylation strategy was developed
(Mamedov et al., 2017), which causes no amino acid change in the resulted proteins. In
this thesis, the deep stability analysis of PA83 protein produced by Endo H in vivo
degycosylation strategy was performed. Thus, deglycosylated PA83 proteins, produced
by PNGase F or Endo H strategy were subjected to long stability tests at different time
periods and temperatures after purification experiments. Endo H deglycosylated PA83
has been shown to show better stability than other forms of PA83, even over long periods
of time. These results show that plant produce dPA83 can be a good candidate for safe,
effective and low cost recombinant anthrax subunit vaccine development.

KEYWORDS: Anthrax, Bacillus anthracis, Deglycosylation, Plant Expression System,
Recombinant Subunit VVaccine, Nicotiana benthamiana
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum ““ Nicotiana benthamiana Bitkisinde In vivo
Endo H ile Deglikozile Edilmis PA83'lin diger PA83 Formlar ile Karsilikli Stabilite
Calismalar1 ” adli bu calismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak
yazildigin1 belirtir, bu tez calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagin
gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C : derece santigrat
g : gram

L - Litre

ul : mikrolitre

ug : mikrogram

ml - mililitre

mM  : milimolar

M : Molar

Kisaltmalar

Asn : Asparajin (C4H8N203)
Anti-PAS3 : Koruyucu Antijene 6zgii Antikor

BSA Standart : Bovine Serum Albumin Protein Standarti
dk - dakika
dG-anti-PA83(E) : Endo H deglikozilasyon enzimi ile kesilen deglikozile anti-PA83

dG-anti-PA83(P) : PNGase F deglikozilasyon enzimi ile kesilen deglikozile anti-PA83

dPAS83(E) : Endo H deglikozilasyon enzimi ile kesilen deglikozile PA
dPA83(P) : PNGase F deglikozilasyon enzimi ile kesilen deglikozile PA
EF : Odem Faktorii

Endo H : Endo-B-N-asetilglukosaminidaz H

ETx : Odem Toksini

GIcNAc : N-Asetil-D-glukozamin

gPA83 : glikozile Koruyucu Antijen

G-anti-PA83  : Koruyucu Antijene 6zgii iiretilen glikozile Antikor

vii
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GIRIS D. SAY

1. GIRIS

Sarbonun nedensel organizmasi olan Bacillus anthracis (B. anthracis), endemik
alanlarin topraklarinda yaygin olarak bulunan gram pozitif bir basildir. Sarbon,
cogunlukla evcil ve otcul hayvanlarla iliskili olan zoonotik bir hastaliktir. Hastalik,
hayvanlarin yaygin sekilde agilanmasinin uygulanamadigi tilkelerde diizenli olarak ortaya
cikmaktadir. Bu bakteri insanlara deri, gastrointestinal veya solunum yollar1 ile enfekte
olabilmektedir (Dixon vd. 1999). Hastaligin en siddetlisi, % 86-89 arasinda en yiiksek
Oliim oranina sahip olan aerosol haline getirilmis sporlarin solunmasi ile ortaya ¢ikan
inhalasyon formudur (Brachman vd. 1960). Ayrica toprakta, genellikle bu sekilde on
yillarca siire canli kalabilen B. anthracis, endospor formunun patojenik yapisi ve spor
olusturma kabiliyeti nedeniyle, dnemli biyolojik savas ajanlarindan biri olarak kabul
edilmektedir (Atlas 2002).

B. anthracis bakterisi ii¢ toksin proteini salgilamaktadir bunlar; 6dem faktorii (EF),
oldiiriicti faktor (LF) ve toksin olusturmak icin ikili kombinasyonlarda etki eden koruyucu
antijen (PA)’dir. PA, baglayici alan1 olarak islev goriir ve LF ve EF sirasiyla ikili
toksinleri, 6dem toksini (ETx = PA+EF) ve oldiriicii toksini (LeTx = PA + LF)
olusturmak i¢in PA’nin ayr1 ayr aktif alanlar1 gibi davranirlar (Singh vd. 1999). Hiicre
yiizeyine baglandiktan sonra PA, proteolitik olarak proteaz enzimi Furin ile ayrilir ve bu
bir 20-kDa protein fragmaninin salinmasit ve on gozenek olusturmak igin 63-kDa
fragmanlarimin heptamerizasyonu ile sonuglanir. Heptamerize PA, LF veya EF'yi baglar,
sitoplazmaya ekzotoksin girigini kolaylastirir ve hiicre 6liimiine yol agar (Mamedov vd.
2016; Molloy vd. 1992).

Giuinimuzde 1972'de hali hazirda kullanilan BioThrax1, ABD'deki tek ABD Gida
ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan lisansl insan sarbon asisidir. Asi, bir adjuvan olarak
aliminyum hidroksit jeline adsorbe edilen avirulent, kapsiillenmemis bir B. anthracis
susunun mikroaerofilik kiiltiirlerinin hiicre icermeyen siizlintiilerinden hazirlanan 83-kDa
PA proteinini igerir. BioThrax'in ana dezavantajlar1 aginin, potansiyel olarak anafilaksi
ve hatta 6liim gibi ciddi alerjik reaksiyonlara neden olabilecek diger sarbon proteinlerini
icerebilmesidir. Bu dezavantajlar, son yillarda rekombinant canli ve rekombinant alt tinite
asilar1 dahil olmak iizere yeni nesil sarbon asilar1 gelistirme ¢abalarinin artmasina neden
olmustur (Friedlander vd. 1999; Schneeman ve Manchester 2009).

Heterolog ekspresyondaki ilerlemeler, alt birim rPA bazl as1 adaylar1 dahil olmak
lizere rekombinant proteinlerin iiretimi icin bitkilerin alternatif bir platform olarak
kullanilmasma yonelik ilgiyi arttirmistir. Bu sistemler; diisiik maliyet, hizli tiretim,
yiiksek 6l¢eklenebilir, yiiksek iiretim kapasitesi ve memeli patojenlerini barindirmamalari
sayesinde diger ifade sistemlerine gore iistlin yararlar saglamaktadir.

Bitki hiicreleri, memeli hiicrelerinde bulunanlara biiytlik dl¢iide benzeyen N-bagl
glikozilasyon da dahil olmak tizere hedef proteinlerin Okaryotik post translasyonel
modifikasyonlarin1 gergeklestirirler. PA, alt1 potansiyel N-bagli glikozilasyon bdlgesi
icermesine ragmen, kendi ana konakgisinda glikozile edilmez. Bununla birlikte,
Nicotiana benthamiana bitkilerinde eksprese edildiginde, rPA glikozile edilir. Bunun
bitki konaginda edinilen N-bagh glikozilasyonun bir sonucu olabilecegi ve bu sekerlerin
varligiin, giivenli ve etkili bir aginin stabilitesi ve potansiyeli lizerinde olumsuz bir etkisi
oldugu savunulmustur (Mamedov vd. 2016).
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Son yapilan ¢aligmalarla Flavobacterium meningosepticum bakterinde bulunan
deglikozilasyon enzimi peptid-N-glikosidaz F (PNGase F)’yi hedef protein ile birlikte
eksprese ederek proteinlerin bitkide ki enzimatik deglikozilasyon stratejisi gelistirilmistir
(Mamedov vd. 2012). PNGase F tarafindan In vivo hedef proteinlerin enzimatik
deglikozilasyonunun, bitkilerde deglikozile proteinlerin iiretimi i¢in giiglii bir strateji
olma potansiyeline sahip oldugunu gosterilmistir. Glikozile edilen pp-PA83'ten farkli
olarak, bitkide tiretilen deglikozile PA83 (pp-dPA83), dogal prokaryotik form ile
karsilastirilabilir seviyelerde biyolojik olarak aktif ve daha stabil oldugu anlagilmistir
(Mamedov vd. 2016). Ancak, PNGase F ile birlikte ekspresyon ile iiretilen deglikozile
formdaki proteinler, glikozile edilmis emsallerine gore istiin fonksiyonel 6zellikler
gostermis olsalar da, oksidasyon, deamidasyon, izomerizasyon ve hidroliz dahil olmak
lizere amino asitlerin spontan modifikasyonu, rekombinant protein antijenlerinin
kararsizligina neden olabilmektedir. PNGase F (In vivo veya in vitro deglikozilasyon),
glikozilasyon bolgesinde (NXS/T) glikozile edilen proteinde Asparajinin aspartata
doymasi nedeniyle bir amino asit degisikligine neden olmaktadir (Reissner ve Aswad
2003). Bu doniisiim ile sonuglanan Asparajin kalintilarinin deamidasyonu, proteinlerin
depolanmasi sirasinda gergeklesen en yaygin ¢eviri sonrast modifikasyondur (Mamedov
vd. 2012; Reissner ve Aswad 2003). Bir baska deglikozile edici enzim olan Endo-B-N-
asetilglukosaminidaz H, iki N-asetil-D-glukozamin (GIcNAc) kalintist arasindaki -1, 4-
glikosidik baginin deamidasyona ugramadan aspargine bagli tek bir GIcNAc kalintis
birakarak kirilmasini katalizler. Calismalar da, N. benthamiana bitkilerinde In vivo
deglikozile edilmis proteinlerin, ilgilenilen bir hedef protein ile gecici olarak bakteriyel
Endo H ile eksprese edilerek iiretilmesi i¢in bir yontem gelistirilmistir (Mamedov vd.
2017).

Bu yeni jenerasyon rPA asilari, mevcut lisansli sarbon asisindan daha az dozla
giiclii bagisiklik tepkileri ve daha az yan etki ortaya ¢ikarmaktadir. Uygulanan deneyler
sonrast denenen rPA adaylarinin bir¢ogunun preklinik caligmalarda etkili oldugu
goriilmiistiir. Calisilan sonuglar, bitkinin rekombinant Endo H'nin In vivo ve in vitro
olarak tamamen aktif oldugunu gostermistir ve Endo H tarafindan In vivo hedef
proteinlerin enzimatik deglikozilasyonunun, glikozile ve PNGase F ile deglikozile
edilmis muadilinden daha fazla stabil oldugu kanitlanmistir (Mamedov vd. 2017). Bu
sayede asinin saklanma siiresinde artis meydana gelerek, asinin maliyetinin 6nemli
Ol¢iide azalacagi ve bitkide iretilen Endo H ile deglikozile edilen PA83 proteininin,
gelecekte sarbona karsi yiiksek potansiyelli bir as1 aday1 olacagi ongoriilmektedir.



KAYNAK TARAMASI D. SAY

2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Sarbon Hastahg

Sarbon, 6ncelikle otobur memelileri etkileyen fakat ayni zamanda insanlar ve bazen
de kuslar da dahil olmak tizere diger canlilarda da goriilebilen akut bir hastaliktir. Sarbon
(ing. Anthrax) kelimesi, hastaligin insan kutandz formundaki karakteristik yara kabuguna
atifta bulunan komiir veya karbon anlamina gelen Yunanca Anthrakos kelimesinden
tiretilmistir. Sarbon, Bacillus anthracis'in neden oldugu bakteriyel bir hastaliktir. Diger
spor olusturucu bakterilerle uyumlu olarak, kosullar basillerin biiyiimesine ve
cogalmasina elverisli olmadiginda, sporlar olustururlar ve spor formlari, olumsuz
cevresel kosullara karsi oldukg¢a direnglidir. B. anthracis sporiilasyonu, serbest oksijen
varligint gerektirir; enfekte olmus konagin anaerobik ortami i¢inde organizma bitkisel
formdadir. Enfekte konake¢1 icinde sporlar, vejetatif formlari liretmek icin ¢imlenir ve
sonunda konake¢tyr Oldiiriir (Turnbull 2002). Sarbon’dan o6len bir hayvanin kani,
mililitrede 109'dan fazla bitkisel formda bakteri i¢erebilir. Karkas bozulurken bakteriler,
yerel cevreyi kirleten ve uzun siire yasayabilecek sekilde yiiksek derecede bulasici
endosporlari olustururlar. Sporlar bagisik olmayan bir hayvanin viicuduna girdiginde,
cimlenerek enfeksiyona ve sonucunda Oliime neden olur, boylece bulasict dongiiyii
tamamlar (Collier ve Young 2003).

Multiplication
of bacilli

Sporulation
Ll’v: Sekil 2.1. Bacillus

anthracis’in memeli

! °°o° So @ soil  hayvanlardaki ~ yasam
@ e R dongiisii (Mock ve Fouet
Spores 2001)

Geg¢miste, insan meslek ve maruziyet ile arasindaki iliskiyi yansitacak sekilde
ayrilan endiistriyel form; kemiklerin, postlarin, yiin ve diger hayvansal {iriinlerin
islenmesinde calisan kisilerde ortaya ¢ikmasi ve endiistriyel olmayan form; ciftgiler,
kasaplar ve veteriner hekimlerdeki olusumuna deginirken hastaligin iki tanima boliinmesi
epidemiyolojik olarak elverisliydi. Giiniimiizde ise, hastaligin edinildigi yola gore, deri
lezyonu kutandz, gastrointestinal ve 6zellikle havadaki sarbon sporlarinin solunumundan
kaynaklanan inhalasyon formu ile tige ayrilir (Turnbull 2002).
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Inhalasyon formu, hastaligin en 6liimciil seklidir ve zamaninda teshis edilmesi
zordur. inhalasyon yoluyla maruz kalma, kasitl bir serbest birakilma durumunda gok
sayida kisiyi etkileme potansiyeline sahiptir. Teneffiis ettikten sonra sporlar alveoler
makrofajlar tarafindan alinir ve mediastinal lenf nodlarina nakledilir. Bu islem sirasinda,
kan dolagimina giren ve sonugta sepsise neden olan bitkisel basiller olusturmak igin
cimlenirler ve antibiyotik tedavisine ragmen aniden ve hizla solunum yetmezligi ve soka
dogru ilerleyen solunum sikintis1i takip eder ve sonucu Oliimle sonuglanabilir
(Schneemann ve Manchester 2009).
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Sekil 2.2. Sarbon Patofizyolojisi (Dixon vd. 1999)
2.2. Bacillus anthracis Mekanizmasi

Bacillus anthracis; gram-pozitif, hareketsiz, acrobik, fakiiltatif olarak anaerobik,
spor olusturabilen bir bakteridir. Antraks zoonotik bir hastaliktir, ancak enfekte
hayvanlara veya hayvan dokusuna maruz kaldiktan sonra insanlarda da ortaya ¢ikabilir.
B. anthracis'in neden oldugu ti¢ hastalik formundan inhalasyon, sporlarin solunmasi
nedeniyle olusan ve hastaligin yaklasik %86-89'luk en yiiksek 6liim oranlarina sahip olan
formudur. Eski Sovyetler Birligi’nde yer alan Sverdlovsk'da 1979 yilinda bir askeri
mikrobiyoloji iinitesinde B. anthracis sporlarinin dagilmasi sonucu temasta bulunan
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kisilerin %86°s1 4 giinden kisa bir siirede 6lmiistiir (Goldenberg vd. 2002). 2001 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’nde B. anthracis sporlariyla kontamine edilmis postalar, bazi
ofislere ve senatdrlere gonderilmis, kendisine mektup gonderilenlerden 5 kisi 6lmiis ve
17 kisi hastaneye kaldirilmistir. Patojenin bu sekilde kolayca gizlenebilen, tasinabilen ve
serbest birakilabilen endosporlar olusturma kabiliyeti nedeniyle biyolojik saldirilarda
silah olarak kullanim potansiyelini arttirmaktadir. (Chichester vd. 2013).

(@) (b)

Sekil 2.3. a) Sarbon bakterisinin (Bacillus anthracis) renkli taramali elektron mikrografi
(SEM) (Dowsett) ; b) B. anthracis’in érnekleme ¢izimi (Harris)

B. anthracis sporlari teneffiis edildiginde, alveolar alanlarda biriktirilir ve lokal
makrofajlar tarafindan atil pargaciklar olarak yutulur. Sporlar daha sonra enfekte
makrofajlar tarafindan mediastinal ve peribronsial lenf diigiimlerine tasinir ve burada
bitkisel formda basillere ¢imlenir. Basiller makrofajlardan kagar, lenfatik sistem i¢inde
engelsiz hiicre dig1 ¢ogalmaya baslar ve bolgesel hemorajik lenfadenite neden olur. Daha
sonra basiller kan dolasimina yayilir ve hizli bir replikasyona devam ederek kanda
mililitre basma 109 organizmaya ulasabilmektedir. Tiim bu siire boyunca, basiller
konake¢iy1 zehirleyen yiiksek seviyelerde ekzotoksin salgilar. Halsizlik, yorgunluk ve
oOkstiriik gibi ilk belirtiler influenza ve diger yaygin iist solunum yolu enfeksiyonlarmnin
semptomlarina benzerlik gdsterir bu da erken spesifik taniy1 zorlastirir. 2 ila 5 giin sonra
ates, titreme, yanak ve boynun subkutan 6demi, mediasten ve plevral efiizyonlarin
genislemesi ve hemorajik menenjit gibi ani bir akut semptomlar ortaya c¢ikar ve 6liim
genellikle solunum yetmezligi nedeniyle 24 saat iginde goriiliir (Wang ve Roehrl 2005).

Bacillus anthracis, 6liimciil etkisini iki ana viriilans faktoriine borgludur: bir
toksin ve antifagositik poli y-D-glutamik asit kapsiilii. 1950'lerde yapilan ¢alismalarda
bulunan toksinin ii¢ alt proteinden olustugu ortaya konulmustur: koruyucu antijen (PA;
83 kDa), oliimciil faktor (LF; 90 kDa) ve 6dem faktorii (EF; 89 kDa). Bireysel olarak,
ticiiniin hicbiri toksik degildir, ancak ikili kombinasyonlarda etki eden koruyucu antijen
(PA), 6dem faktorii ile birleserek 6dem toksini (ETx = PA + EF) ve dliimciil faktor ile
birleserek de dliimciil toksin (LeTx = PA + LF) meydana getirmektedir (Mamedov 2016;
Schneemann ve Manchester 2009).
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Sekil 2.4. Bacillus anthracis enfeksiyonunun patogenezi B. anthracis'in bilinen baglica viriilans
faktorleri ekzotoksinleri icerir: 6dem toksini (PA ve EF), 6liimciil toksin (PA ve LF) ve antifagositik kapsiil.
Sarbon toksinlerinin patojenitesinde yer alan molekiillerin bagisiklik fonksiyonunu engelledigi, hiicre ici
sinyal yollarini kesintiye ugrattig1 ve pro-enflamatuar aracilarin kitlesel olarak serbest birakilmasina neden
olan hiicre hedeflerini parcaladig1 goriilmektedir. ATP: Adenozin trifosfat; ATR: Sarbon toksin reseptori;
cAMP: Siklik adenozin monofosfat; EF: Odem faktorii; LF: Oliimciil faktor; MAPKK: Mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz kinaz; PA: Koruyucu antijen; rPA: Rekombinant PA (Keitel 2006)

Koruyucu Antijen (PA) hiicre yiizeyine baglandiktan sonra, hiicresel proteaz Furin
enzimi ile proteolitik olarak kesilir ve bu da 20-kDa boyutunda bir protein fragmaninin
salinmasina ve arda kalan 63-kDa boyutunda ki fragmaninin heptamerizasyonuna ve bir
on gozenek olusumuna neden olur. PA20 yavas yavas PA63'ten ayrilir ve ¢evre ortama
difiize olur ve PA63 reseptore bagl kalir. Reseptore bagli PA63 daha sonra kendiliginden
halka seklinde, heptamerik oligomerler olusturmak {izere birlesir. Burada heptamer, bir
on gozenek olusturur ve hem 6dem faktoriiniin hem de letal fakt6riin membran boyunca
sitozole translokasyonu bu gegis ile saglanir. LF, bagisiklik hiicrelerinin patojenlere yanit
verdigi sinyal yollarinin tikanmasina yol acan birgok mitojenle aktiflestirilmis protein
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kinaz kinazlar1 ayiran ¢inko proteazdir. EF ise, fizyolojik olarak yiiksek diizeyde cAMP
iireten, kalmodulin bagimli bir adenilat siklazdir. Bu, hiicre i¢i sinyal yollarinda
bozulmaya, makrofajlar tarafindan fagositoza miidahale ve sonugta 6dem ile birlikte
waterhomeostazin bozulmasina yol acar (Milne vd. 1994).

2.3. Tedavi Yollar1 ve Sinirlamalari

Teorik olarak Sarbon tedavi yaklasimlarimin birka¢ yolu vardir; (i) sporlarin
ortadan kaldirilmasi, (ii) hastali§in sistemik bir asamaya gelmeden once bitkisel basilleri
Oldiirmek igin antibiyotik tedavisi, (iii) Sarbon toksinine karsi konjonktif antitoksin
tedavisi ve (iv) hastalik gelisimini tamamen 6nlemek igin etkili bir agilama. Antibiyotik
ve antitoksin tedavisi hastaliin ilk asamalarinda etkili bir yontemdir ancak bakterilerin
viicut i¢inde tiremesi devam ederse hastaligi durdurmak i¢in yeterli olmayacaktir. Sarbon
hastaliginda tam iyilesme, enfeksiyonu Onleyen veya enfeksiyonu erken asamada
durduran etkili profilaktik bir as1 ile saglanmaktadir (Duesbery ve Vvee Woude 1999;
Dixon vd. 1999).

Su anda, 1972'de lisanslanan Sarbon As1 Adsorbe [BioThrax®] (AVA olarak da
bilinir), ABD'deki tek ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan lisanslanan insan
sarbon asisidir. Asi, ana bileseni, bir adjuvan olarak aliiminyum hidroksit jeline adsorbe
edilen EF ve LF dahil olmak lizere diger bakteriyel bilesenlerin eser miktarlariyla
koruyucu antijen proteini igeren bir B. anthracis kiiltiir siipernatanindan tiiretilir. Cok
sayida ¢aligsma, PA' ya kars1 bir antikor yanitinin koruma saglamak i¢in yeterli oldugunu
dogrulamistir (Friedlander vd. 1999). Fakat AVA asisinin biiyilik bir dezavantaji, siirh
bir koruma saglamas1 ve koruyucu bagisiklik elde etmek i¢in uzun siireli bir uygulama
gerektirmesidir. 18 aylik bir siire boyunca alt1 enjeksiyonun, bagisikligi korumak i¢in
tavsiye edilen yillik giiclendiricilerle koruma saglamak ic¢in gerekli oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica, asinin, anafilaksi ve hatta 6liim gibi ciddi alerjik reaksiyonlara
neden olabilecek LF ve EF dahil olmak {izere bagka Sarbon proteinleri de icermesi diger
bir dezavantajidir (Schneemann ve Manchester 2009; Mamedov 2016). Bu nedenler
arastirmacilari, daha hizli bir sekilde koruyucu bagisiklik elde etmek i¢in daha az doz
gerektiren ve gelistirilmis bir giivenlik profiline sahip, B. anthracis'in baglica viriilans
faktorii olan koruyucu antijene (PA) dayali rekombinant alt birim asilarin gelistirilmesine
yonelik kapsamli arastirma ¢abalar1 yonlendirilmistir.

Halihazirda lisansli agilarin ¢ogu 6ldiirilmiis veya canli zayiflatilmis patojenlere
dayanmakla birlikte, spesifik antijenlere veya toksinlere dayanan rekombinant alt birim
asilar giivenlik, etkinlik ve olgeklenebilirliklerinden dolay: tercih edilen alternatifler
haline gelmektedir. rPA bazli asilarin hayvanlarda yiiksek anti-PA toksin nétralize edici
antikor (TNA) tepkilerini indiikledigi ve tavsanlar1 ve insan olmayan primatlar1 6ldiiriicti
B. anthracis tehdidine kars1 korudugu gosterilmistir. Bununla birlikte, baz1 ¢calismalarda
koruma 6-12 ay iginde garpici bir sekilde azalmistir, bu da daha giiglii, daha saglam uzun
stireli bagisiklik uyabilecek as1 formiilasyonlarina ihtiya¢ oldugunu gostermektedir (Ivins
vd. 1998; Little vd. 2006). Giintimiize kadar gelistirilen ve ¢esitli terap6tik rekombinant
proteinlerin iiretilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan ekspresyon sistemleri, bakteri, maya,
bocek ve memeli kokenli hiicre kiiltiirlerini icermektedir (Rogan ve Babiuk 2005).
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2.4. Rekombinant Protein Ekspresyon Sistemleri

As1 calismalarinda iiretimi hedeflenen proteinlerin dogal kaynaklarindan
cikarilmasi zor ve pahali olabilmektedir. Ayrica, dogal kaynaklarindan saflastirilan
farmasotik proteinlerin kullanilmasi kontaminasyon riski olusturmaktadir. Bu nedenle,
proteinlerin biiyiik 6l¢ekli iiretimine izin veren basit, giivenli ve ucuz bir sistem arzu
edilmektedir (Ma vd. 2003). Rekombinant DNA teknolojisi, konakg¢i sistemlerde
heterolog rekombinant proteinlerin {iretimini miimkiin kilmistir.

Bakteri sistemleri, rekombinant protein ekspresyonunda ucuz ve etkilidir ve su
anda en ¢ok kullanilan sistemdir. ilk calismalarin cogu prokaryot konakgilarda, dzellikle
Escherichia coli'de, rekombinant terapétik proteinlerin ekspresyonuna yonelik olmustur.
Prokaryotlarin bir iiretim sistemi olarak avantajlari, genetik olarak manipiile edilme
kolayligi, hizli biiylimeleri ve rekombinant proteinlerin yiiksek ekspresyon seviyeleri ve
biiyiik 6lgekli bir fermantasyon olanagidir (Gomord ve Faye 2004). En gelismis as1
adaylari ise, Escherichia coli'de eksprese edilen ve saflagtirilan rekombinant PA'ya (rPA)
dayanmaktadir (Williamson vd. 2005). Yani sira, bakterilerde Okaryotik proteinlerin
tretimi ciddi smirlamalara sahiptir. Spesifik olarak, bakteriler biyolojik aktiviteyi,
stabiliteyi, ¢ozlintirligii, yar1 d6mrii ve rekombinant proteinlerin proteaz direncini dnemli
Olciide etkileyen sinyal peptit klevaji, propeptid isleme, protein katlanmasi, distilfit bagi
olusumu fosforilasyon ve N-bagli glikozilasyon gibi translasyon sonrast modifikasyonlari
(PTM) gergeklestiremezler. Sonug olarak, mikrobiyel ekspresyon sistemleri genel olarak
insiilin, interferon veya insan biiylime hormonu gibi nispeten basit terapdtik proteinlerin
ekspresyonu i¢in kullanilmaktadir, bunlar biyolojik olarak aktif olmak i¢in katlanma veya
kapsaml1 posttranslasyonel islem gerektirmez. Prokaryotlarin terapotik proteinlerin
tiretimindeki sinirlamalar1 nedeniyle, biyoteknoloji endiistrisi ¢abalarint memeli hiicre
kiiltirleri, maya, mantarlar, bocek hiicreleri ve transgenik hayvanlar gibi okaryotik
konakgilara yoneltmistir (Gomord ve Faye 2004).

Bir bagka ekspresyon sistemi olan Maya, diger ekspresyon sistemlerine gore ana
avantajlart, hem bir mikroorganizma hem de bir karyotik olmasi ile ilgilidir. E. coli ‘den
farkli olarak, maya heterolog proteinler igin gelismis protein katlama yollar1 saglar ve
maya sinyal dizileri kullanildiginda, maya dogru katlanmis ve islenmis proteinleri
salgilayabilir. Memeli ekspresyon sistemlerinden farkli olarak, maya basit biiyiime
ortaminda hizla biyiitilebilir. Klinik ve endiistriyel olarak 6nemli proteinlerin
ekspresyonu i¢in, endiistriyel dl¢cekte fermantasyon teknolojisi yaygin olarak kullanildig:
icin maya ¢ekici bir se¢enektir (Verma vd. 1998). Bununla birlikte, mayalarda iiretilen
N- ve O-bagh oligosakkarit yapilart memeli hiicrelerinde bulunanlardan 6nemli Sl¢iide
farklidir ve mayada yaygin bir O6zellik olan hipermannosilasyon, uygun protein
katlanmasint ve sonucunda fonksiyonel aktivitesini onemli Olciide etkilemektedir
(Yusibov ve Mamedov 2010).
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Cizelge 2.1. Rekombinant farmasdtik protein liretim sistemlerinin karsilastirilmasi.
Esinlenilerek hazirlanmistir (Ma vd. 2003)

Ekspresyon Bakteri Maya Memeli Hayvan Bitki Hiicre | Gegici Bitki
Sistemleri Ekspresyon | Ekspresyon | Hiicre Ekspresyon | Kiiltiirii Ekspresyon
Sistemi Sistemi Kiiltiirii Sistemi Sistemi
Toplam Diisiik Orta Yiiksek Yiiksek Orta Cok Diisiik
Maliyet
Uretim Zaman | Kisa Orta Uzun Cok Uzun Orta Kisa
Olgegi
Uretim Yiiksek Yiiksek Cok Diisiik | Diisiik Orta Cok
Kapasitesi Yiiksek
Uriin Kalitesi | Diisiik Orta Cok Cok Yiiksek Yiiksek
Yiiksek Yiiksek
Glikozilasyon Yok Hatali Var Var Kiigiik Kiigiik
Farkliliklar | Farkliliklar
Kontaminasyon | Endotoksin | Diisiik Risk | Viriisler, Viriisler, Diisiik Risk | Diisiik Risk
Riski prionlar ve | prionlar ve
onkogenik | onkogenik
DNA DNA
Depolama Orta Orta Pahali Pahali Orta Ucuz
Maliyeti

Bir bakuloviriis ile enfekte olmus bocek hiicresi konaker sistemi ise, kiiltivasyon
kolayligi, yliksek seviyeli hedef ekspresyon kapasitesi ve kompleks memeli proteinleri
i¢in uygun translasyon sonrasi protein modifikasyon makinelerine sahip olmak gibi diger
ekspresyon sistemlerine kiyasla Onemli avantajlar sunar. Bakuloviriisler, sadece
omurgasizlari, genellikle bocekleri enfekte eden biiyiik bir dairesel ¢ift sarmalli DNA
viriis grubuna aittir. Genomlar1 80 kb. Ile 200 kb. arasinda degismektedir (Verma vd.
1998). Bocek hiicre sisteminin dezavantajlari arasinda yiiksek mannoz tipi glikozilasyon
ve fukoz, galaktoz ve terminal sialik asit iceren kompleks oligosakkaritlerin bulunmamasi
bulunur (Rai ve Padh 2001).

Memeli hiicre kiiltiirleri ise, glikozilasyon, fosforilasyon ve gamma-
karboksilasyon gibi memeli tipi bazi kompleks yapilt biiyiik molekiil proteinlerin ve
posttranslasyonel modifikasyonlar gerektiren rekombinant proteinlerin ekspresyonu igin
ideal bir platform olarak kabul edilmektedir. Bu sistem en yiiksek diizeyde {iirliin
uygunlugu sunar; ancak, bu sistem olduk¢a pahalidir ve Olgeklendirilmesi zordur
(Yusibov ve Mamedov 2010). Boylece, ¢6ziiniir, ¢eviri sonrasi gerektiginde degistirilmis
ve dogru katlanmis proteinleri saglama kapasitesi yliksek olan ifade sistemleri siirekli
olarak gelistirilmektedir. Toplamda, mevcut prokaryotik ve Okaryotik ekspresyon
sistemleri tizerindeki biyokimyasal, teknik ve ekonomik sinirlamalar, karmasik terapotik
proteinlere yonelik artan klinik talep ve biyoreaktor kapasitesinin eksikligi, heterolog
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proteinlerin iretimi i¢in yeni ekspresyon sistemlerinin gelistirilmesine biiyiik ilgi
gostermistir. Son on yilda bitkiler, terapotik proteinler igin mevcut {liretim sistemlerine
uygun bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir (Gomord ve Faye 2004).

Bitkiler diger rekombinant protein ekspresyon sistemlerine kiyasla c¢esitli
avantajlar sunar; bunlar arasinda 6karyotik posttranslasyonel modifikasyon makinelerinin
bulunmasi, imalat i¢in basit diisiik maliyet artis1 ve barindirilan memeli patojenlerinin
olmamasi nedeniyle insanlarda veya hayvanlarda bitki kaynakli iirinlerin kullanim
glivenligi bulunmaktadir. Ayrica, bitkilerde {iretilen proteinler, bakterilerden veya
memeli hiicre kiiltiiriinden preparatlar1 kontamine edebilecek toksinlerden arindirilmistir.

2.5. Gegici Bitki Ekspresyon Sistemi

Insanlar, bitkileri binlerce yil boyunca genisleyen giivenilir ve sinirsiz bir kaynak
olarak bulmuglardir. Bitkiler halen gida, insaat, giyim, ila¢ ve son zamanlarda molekiiler
tarim (PMF) i¢in kullandigimiz ¢ok yonlil, siirdiiriilebilir bir hammadde kaynagidir. Bitki
molekiiler biyolojisindeki ilerlemeler ve son zamanlarda viral bazli ekspresyon
vektorlerinin kesfi ve ilerlemesi, bitki bazli ekspresyon sistemlerini rekombinant
proteinlerin {iretimi i¢in umut verici bir teknoloji haline getirmistir. Bu durum bitkilerin,
rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in biyofabrikalar olabilecegini ve biiyiik o6lgekli
tiretimleri yapabilecegini géstermistir. Yapilan caligsmalar bitkilerin, 6rnegin insan serum
proteinleri ve biiylime diizenleyicileri, antikorlar, asilar, hormonlar, sitokinler, enzimler
ve antikorlar gibi terapotik aktiviteye sahip karmasik islevsel memeli proteinlerini liretme
yetenegine sahip oldugu kanmitlanmistir. Biyoilaclar i¢in artan talebe karsilik, yiiksek
maliyet ve mevcut iiretim sistemlerindeki eksiklikler ile birlestiginde hastalarin tedaviye
yonelik beklemeleri gerekmektedir. Bu nedenle aktif arastirma ve gelistirmelerle
transgenik bitkiler, PMF alaninda yeni nesil biyoreaktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Ergiil 2019).

Bitkiler diger rekombinant protein ekspresyon sistemlerine kiyasla cesitli
avantajlar sunar; bunlar arasinda 6karyotik posttranslasyonel modifikasyon makinelerinin
bulunmas1 bitki bazli sistemleri bakteri gibi prokaryotik sistemlerin 6niine gegirir, ¢iinkii
monoklonal antikorlar (mAb)’ da dahil olmak {izere ¢ok sayida farmasétik rekombinant
protein, daha karmasik bir yapiya sahiptir ve kapsamli posttranslasyonel modifikasyonlar
veya montaj gerektirir. Yan1 sira imalat igin basit diisiik maliyet artisi ve memeli
patojenlerini barindirmamalar1 nedeniyle insanlarda veya hayvanlarda bitki kaynakl
{iriinlerin kullanim giivenligi bulunmaktadir. Ilk bitki kaynakli rekombinant protein olan
insan serum albiimini, 1990 yilinda transgenik tiitiinde tiretilmistir (Sijmons vd. 1990). O
zamandan beri, bitkiler ¢esitli diger terapdtik proteinleri, kan bilesenlerini, sitokinleri,
hormonlari, biiylime faktorlerini, asilar1 ve antikorlar1 ifade etmek i¢in kullanilmistir.
Gelismeler akabinde 2006 yilinda gelistirilen, kiimes hayvanlarinda Newcastle
hastaligina kars1 ilk bitki ekspresyonu ile elde edilen asinin ABD Veteriner Biyoloji
Merkezi federal onayiyla sonuglanmistir (Yusibov ve Mamedov 2010).

Bitkilerde rekombinant proteinleri eksprese etmek i¢in kulanilan iki ana yaklagim
bulunmaktadir. Birincisi, hedef proteini kodlayan DNA'nin bir ekspresyon kasetine
klonlandig1 ve niikleer veya kloroplast genomlarina sokuldugu stabil bir transgenik
cizginin gelistirilmesidir. Bunu yaparken, yabanct DNA, sonraki nesiller boyunca kalitsal
hale gelir ve diger ifade sistemlerininkinden ¢ok daha fazla gelismis 6l¢eklenebilirlige
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izin verir. Bununla birlikte stabil transgenik bitki hatlarinin iiretilmesi, birka¢ aydan bir
yila kadar siirebilen hat secilmesi ve onaylanmasi islemleri zaman verimliligi ag¢isindan
yontemin dezavantajidir.

Bitkilerde rekombinant proteini ifade etmenin ikinci yontemi gegici ekspresyon
yoludur. Bu yontem de, ilgilenilen geni barindiran viriis tiirevi vektorler, A. tumefaciens
yoluyla, Agro Infiltrasyon ad1 verilen bir islemle tam gelismis bitkilere iletilir. Bitki
genomuna entegre olmak yerine, verilen gen yapisi kisa bir inkiibasyon siiresinden sonra
toplanip izole edilebilen istenen proteinin gegici iiretimine izin vermektedir (Leuzinger
2013).

o—~,

* *
|

Ifade vektdriine  goropacterium 4-6 giin sonra yapraklar
aktarilir tumefuciens protein iiretimini tamamlar

bakterisine transfer

edilir ve Nicotiana ‘

1 benthamiana bitkisine

infiltrasyon islemi

yapilir Yapraklar toplanir ve
A protein piirifiye edilir

Tlgili gen secilir

Sekil 2.5. Bitkide gecici protein ekspresyonu sistemi. Esinlenilerek hazirlanmigtir

Gegici gen ekspresyonun da, bitkiler agro infiltrasyondan yaklasik 1 hafta sonra
toplanmaya hazir olacagindan, daha fazla toplam protein birikimi avantaji ve protein
iretiminin iyilestirilme siiresi sunar. Gegici gen ekspresyonu, zaman verimliligi, yliksek
hedef protein ekspresyonu seviyesi, hedef birikiminin tekdiizeligi ve tutarlilifi,
Olceklenebilirlik ve icerilen tesis tliretimi nedeniyle daha az ¢evresel endise gibi istikrarl
transformasyona kiyasla bir takim avantajlara sahiptir. (Yusibov ve Mamedov 2010).

2.6. Deglikozilasyon Stratejisi

Polipeptit zincirleri, sentezlendikten sonra, c¢ekirdek, sitozol, endoplazmik
retikulum ve golgi aparati dahil olmak tizere farkli hiicresel bélmelerde birgok farkli post-
translasyonel isleme tabi tutulur. Bu islemler, katlanma sirasinda veya sonrasinda
meydana gelir ve amino terminalden bir veya daha fazla amino asidin ¢ikarilmasi,
proteolitik boliinme veya belirli amino asit tortularina asetil, fosforil, glikozil, metil veya
diger gruplarin ilave edilmesini i¢eren enzimatik islemeyi icerir. Bu modifikasyonlar,
etkilenen proteinlere ¢esitli yapisal ve fonksiyonel 6zellikler verir.

11



KAYNAK TARAMASI D. SAY

Glikozilasyon, polipeptit zincirine bir oligosakarit yan zincirinin kovalent olarak
baglanmasidir. Farkli tiplerde meydana gelen glikozilasyon mekanizmalar1 arasinda en
yaygin ger¢eklesen N-bagli ve O-bagh glikozilasyondur (Blom vd. 2004). N-bagh
glikozilasyon, rekombinant alt birim asilar ve heterolog ekspresyon sistemlerinde tiretilen
terapotik proteinler dahil olmak iizere bir¢ok proteinin dogru katlanmasi, stabilitesini
korumasi ve biyolojik aktivitesi i¢in kritik olan translasyon sonrasi bir modifikasyondur.

B GIcNAc
@ Man
@ NeusAc

> Fuc
O Gal

o Xyl

B
Asn

mammals plants insects yeast

Sekil 2.6. Memeli, bitki, bocek ve mayalar da bulunan tipik N-glikan yapilarinin
gosterimi (Strasser 2016)

Baz1 Okaryotiklerin yani sira bakteriyel proteinler, dogal konak¢ida N-glikan
icermeyebilir, ancak proteinleri, potansiyel olarak bozulmus fonksiyonel aktiviteye yol
actiginda anormal sekilde glikozile edilen ¢oklu potansiyel glikozilasyon bolgeleri igerir.
Bununla birlikte, bitkiler ayrica N-bagli glikozilasyon gerektirmeyen proteinleri de N-
bagh glikozile rekombinant proteinler sekilde iiretebilir (Gomord vd. 2009). Bu ¢alisma
da iiretilmesi esas alinan B. anthracis’ in koruyu antijeni bir glikoprotein degildir, ancak
alt1 potansiyel glikozilasyon alanina sahiptir ve N. Benthamiana'da eksprese edildiginde
glikozillenir.

Karbonhidratlarin baglanmasi bir proteinin fizikokimyasal 6zelliklerini gii¢lii bir
sekilde etkiler, bu nedenle spesifik aktivite, ligand-reseptdr etkilesimleri ve
immiinojeniklik gibi temel biyolojik 6zelliklerini degistirebilir ve In vivo kullanildiginda
bir glivenlik riski olusturabilir (Mamedov vd. 2012). Bu nedenle, belirli as1 adaylarinin
ve antikorlar dahil terapotik proteinlerin gelistirilmis fonksiyonel aktivitesi ve
immiinojenisitesi i¢in, N. benthamiana bitkilerinde gegici ekspresyon kullanilarak
proteinlerin glikozile edilmemis formlarinin iiretilmesi i¢in bir strateji gelistirilmesi
Onemlidir. Uzun siiren calismalarin ardindan bitki konakc¢isinda elde edilen N-
glikozilasyonun bir sonucu olusabilecek sekerlerin mevcudiyetinin, giivenli ve etkili bir
asinin istenen iki 6zelligi olan rPA'nin stabilitesi ve giicii lizerinde olumsuz bir etkisi
oldugunu varsayilmistir.
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Calismalar sonucu Flavobacterium meningosepticum'dan bakteriyel peptit-N-
glikosidaz F'yi (PNGase F) hedef proteinle birlikte eksprese ederek proteinlerin bitkideki
enzimatik deglikozilasyon stratejisi gelistirilmistir (Mamedov vd. 2012; Mamedov vd.
2013). PNGase F, Gram-negatif bir bakteri Flavobacterium meningosepticum tarafindan
salgilanan 34.8-kDa'lik bir enzimdir (Rayon vd. 1998).

Calismalar, hedef proteinlerin enzimatik deglikozilasyonunun, bir bitki
ekspresyon sistemine bakteriyel deglikozilasyon enzimi PNGase F ile In vivo olarak
basarilabilecegini ve glikan olmayan bir ortamda terapotik hedef proteinlerin liretimi igin
giiclii bir strateji haline gelme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, bitki
tarafindan {iretilen deglikozile PA83'lin, yine bitki tarafindan tretilen glikozile PA83
formu ile karsilastirildiginda, immiinize edilmis farelerde daha yiiksek seviyelerde toksin
notrlestirici antikor titreleri sagladigi bulunmustur (Mamedov vd. 2016).

PNGase F ile birlikte ekspresyon yoluyla iiretilen deglikozile proteinler, glikozile
muadillerine kiyasla iistiin fonksiyonel 6zellikler gostermis olsalar da, PNGase F (In vivo
veya in vitro deglikozilasyonu) glikozilasyon alanindaki (N-X-S/T) deglikozilatlanmig
proteinde Asparajinin aspartata deamidasyonu nedeniyle bir amino asit degisikligine
neden olmaktadir (Mamedov 2012; Hagglund 2004).

Endo H

O—0O0—0O
™~ [:l[: Asn

N o—a /S
O
o—o0”
PNGase F
O—0O0—0O

T~ o0—0—0 !
(B) O_O\O/

o—o”

Sekil 2.7. Endo H ve PNGase F deglikozilasyon enzimlerinin kesim bdlgelerinin
sematik gosterimi A; Endo H, oligosakkaritin diasetilkitobiyoz cekirdegindeki iki
GlcNAc tortusu arasinda ki bagi keserek aspargine de bagli kalan bir GIcNAc molekiili
olusturur. B; Peptid -N-Glikosidaz F (PNGase F), GIcNAc ve Asn arasindaki bagi
keserek Asparajinin aspartata doniisiimiinii gergeklestiren bir glikoamidazdir (Mamedov
vd. 2017)
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Bagka bir deglikozile edici enzim olan Endo-B-N-asetilglukosaminidaz H (EC
3.2.1.96, Endo H), iki N-Asetil-D-glukozamin (GlcNAc) kalintis1 arasindaki [-1,4-
glikozidik bagin boliinmesini, eszamanli deamidasyon olmaksizin aspargine bagl tek bir
GIcNAc kalintist birakarak katalize eder (Mamedov vd. 2017). Bu enzim hem yiiksek
mannoz hem de hibrit N-bagl glikanlar1 ayirir, ancak karmasik N-bagli glikanlari
asparagin bagli glikoproteinlerden ayirmaz. Monomerik polipeptit olarak Streptomyces
plicatus kiiltiiriinden izole edilen Endo H'nin molekiil agirhigi yaklasik 27 kDa'dir
(Tarentino ve Maley 1974). Bir dizi ¢alisma Endo H'nin glikoprotein fonksiyonlarini ve
yapilarini incelemek ve glikoproteinlerin N-bagli glikanlarinin sayisini tahmin etmek i¢in
yaygin olarak kullanilabilecegini gostermistir (Freeze ve Kranz 2010).

Endo H tarafindan bu sekilde In vivo olarak iiretilen deglikozile PAS3
molekiiliinlin, 6nceki c¢alismalar da ve bu tez i¢in yapilan deneysel calismalarda da
glikozile PA83’den ve PNGase F ile deglikozile edilmis muadilinden daha iyi bir stabilite
gosterdigi kanitlanmistir. Bu avantajlar pp-dPA83'in sarbona karsi1 giivenli, etkili ve
diisiik maliyetli bir alt {inite as1s1 i¢in iyi bir aday olabilecegini 6ngérmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Deneylerde Kullanilacak Olan Cozeltiler ve Tamponlar
DIECA

v" DIECA (Sodium Diethyldithiocarbamate Trihydrate)

v Otoklavlanmis ddH.O

Cozelti igerisindeki istenilen milimolara gore hesaplanarak tartilan DIECA gerekli
otoklavlanmis ddH2O ig¢erisinde vortexlenerek ¢ozdiiriildii.

1X Tablet PBS
v’ Tablet PBS
v Otoklavlanmis ddH2O

1 adet hazir tablet PBS (137 mM NaCl, 2 mM KCI, 10 mM Phosphate buffer) 200 ml
otoklavlanmis ddH2O igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

5X TBS Cozeltisi (20 mM Tris, 150 mM NaCl)
v’ Tris
v NaCl
v Otoklavlanmis ddH2O

800 ml otoklavlanmis ddH2O igerisine 12,115 gr Tris, 43,88 g NaCl eklendi ve
cozdiiriildii. Bufferin pH’1 HCL ile pH: 7,5 olacak sekilde ayarlandi ve son hacim
otoklavlanmis ddH2O ile 1L’ye tamamlandi.

1X TBS Cozeltisi
v BX TBS
v Otoklavlanmis ddH2O
800 ml otoklavlanmis ddH20 igerisine 200 ml 5X TBS eklenerek 1 L 1X TBS hazirlandi.
I-Block
Western-Blot
v 1-Block
v 1XTBS

v Tween 20
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1 gr I-Block tartildi ve 100 pL Tween 20 ile birlikte 100 ml 1X TBS Buffer igerisinde
manyetik karistiric1 tizerinde yaklasik 2 saat boyunca tamamen c¢oziinlinceye kadar
karigtirilarak hazirlandu.
Native-Page

v" 1-Block

v 1XTBS

1 gr I-Block tartild1 ve 100 ml 1X TBS Buffer i¢erisinde manyetik karistirict lizerinde
yaklagik 3 saat boyunca tamamen ¢dziinlinceye kadar karistirildi.

Analizlerde Kullanilan Jellerin Hazirlanmasi

Cizelge 3.1. %10’luk Poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Ust (Stacking) jel Alt (Resolving) jel
(4 jel) (4 jel)

Otoklavlanmis ddH20 7,95 ml 9,7 ml

%40 Acrylamide/Bis-acrylamide 1,25 ml 5mil

1,5 Molar Tris-HCI - 5mi

0,5 Molar Tris-HCI 3,15 ml -

%10 SDS 125 ul 200 pl

TEMED 12,5ul 10 pl

%10 APS 62,5 ul 100 pl

Ust jel, jel camlarinin arasina dokiildiikten sonra dis ortam ile temasinin engellenmesi
i¢in jelin iizerine izopropanol eklenildi. Ust jel donduktan sonra alkol jelin iizerinden
tamamen uzaklastirildi ve Resolving jel dokiildi, jel tarag: takildi ve donmasi beklenildi.

1X Yiiriitme Tamponu
Western-Blot

v' Tris

v Glisin
v %10’luk SDS
v

Otoklavlanmis ddH20
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3,03 gr Tris ve 14,3 gr glisin tartilarak 990 ml otoklavlanmis ddH2O igerisinde manyetik
karistirict iizerinde ¢6zdiiriildii ve lizerinde 10 ml %10°luk SDS eklenilerek son hacim 1
L olacak sekilde hazirlandi.

Native-Page
v Tris
v Glisin
v Otoklavlanmis ddH20

3,03 gr Tris ve 14,3 gr glisin tartilarak 1 L otoklavlanmig ddH20 igerisinde manyetik
karistirict iizerinde karistirilarak hazirlandi.

1X Transfer Tamponu
Western-Blot
v Tris
v Glisin
v %10’luk SDS
v Otoklavlanmis ddH20

5,8 gr Tris ve 2,93 gr glisin tartilarak 1 L otoklavlanmis ddH20 igerisinde manyetik
karistiricida ¢ozdiirtildii ve iizerinde 370 pL %10°luk SDS eklenilerek hazirlandi.

Native-Page
v Tris
v Glisin
v Otoklavlanmis ddH20

5,8 gr Tris ve 2,93 gr glisin tartilarak 1 L otoklavlanmig ddH20 igerisinde manyetik
karistirict iizerinde karistirilarak hazirlandi.

%10’1luk SDS
v" SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
v Otoklavlanmis ddH2O

25 gr Sodyum dodesil siilfat (SDS) tartilarak {izerine 225 ml otoklavlanmis ddH>0
eklenerek tamamen c¢Ozlinmesi i¢in yaklasik 1 gece manyetik karistirict {izerinde
birakilarak hazirlandi.
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%10°’luk APS
v Ammonium Persulfate
v Otoklavlanmis ddH.O

Ependorfun igerisine 50 mg APS tartild1 ve tizerine 450 pl otoklavlanmis ddH20 ilave
edilerek vortex yardimi ile ¢ozdiiriildii.

1,5 Molar Tris-HCI (pH: 8,8)
v Tris
v Otoklavlanmis ddH20O

400 ml otoklavlanmis ddH2O igerisine 92,5 g Tris tartildi ve ¢ézdiirtildii. pH, 6N HCl ile
8,8’e ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmis ddH20 ile 500 ml’e tamamlandi.

0,5 Molar Tris-HCI (pH: 6,8)
v Tris
v Otoklavlanmis ddH.O

400 ml otoklavlanmis ddH2O igerisine 30 g Tris tartild1 ve ¢ozdiiriildii. pH, 6N HCI ile
6,8’e ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmis ddH20 ile 500 ml’e tamamland.

Acrylamide/Bis-acrylamide %40°hk (100 ml)

v Acrylamide

v Bis-acrylamide

v Otoklavlanmis ddH.O
30 ml otoklavlanmis ddH20 igerine 38,96 gr Acrylamide tartildi ve yaklasik 2 saat
boyunca manyetik karistiric1 yardimi ile ¢ozdiiriildii. 1,04 gr Bis-acrylamide tartildi ve
karistiric1 lizerindeki soliisyona eklenildi. 1 gece karismasi beklenildi ve karigimin yeni

hacmi falkon yardimi ile Olgiilerek son hacim otoklavlanmis ddH20 ile 100 ml’e
tamamlanildi. Hazirlanan soliisyon 151k gérmeyecek sekilde +4 °C muhafaza edildi.

%00.01°lik Bromophenol Blue
v" Bromophenol Blue
v Otoklavlanmis ddH2O

100 mg Bromophenol Blue tartildi ve 20 ml otoklavlanmis ddH20 igerisinde ¢6zdiiriildii.
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1Molar Tris
v’ Tris
v Otoklavlanmis ddH.O
12.114 gr Tris tartildi ve 100 ml Otoklavlanmis ddH20 igerisinde ¢ozdiiriildii.
5X SDS Laemli Buffer
Reducing Ornekler igin;
v SDS
1 M Tris
Glycerol

Bromophenol Blue

A N NN

2-Merkaptoetanol

50 ml’lik beher igerisine 3.333 gr SDS tartildi. Uzerine 9.375 ml 1M Tris ilave edilip
karigtirildi. Karisima 11.9 ml %100°’liik Gliserol, 660 pul %0.01°lik Bromophenol blue ve
7.5 ml %25°1ik 2-merkaptoetanol ¢ozeltilerinden ilave edildi. Cozelti pH’1 6.8’¢ HCl ile
ayarlandi ve 1ml olacak sekilde ependorflara aliquout edilerek -20°C’de muhafaza edildi.

Native Page Ornekler igin;
v 1M Tris
v Glycerol
v Bromophenol Blue
v Otoklavlanmis ddH20

15 ml lik falkon igerisine 9.375 ml 1M Tris, 11.9 ml %100°lik Gliserol, 660 ul %0.01’lik
Bromophenol blue ve 7.5 ml otoklavlanmis ddH2O ilave edildi. pH: 6.8’¢ HCI ile
ayarlandi. Daha sonra karisim 1ml olacak sekilde ependorf tiiplere aliquout edildi. Tiipler
-20°C’de muhafaza edildi.

Destaining Buffer
v' Asetik Asit
v" Methanol

v Otoklavlanmis ddH.O

19



MATERYAL VE METOD D. SAY

100 ml Asetik asit, 200 ml Methanol ve 700 ml otoklavlanmig ddH20 meziir yardima ile
Olciildi ve karistirildi.

Staining Buffer
v Asetik Asit
v" Methanol
v Coomasssie Blue
v Otoklavlanmis ddH.O

500 ml Methanol, 400 ml otoklavlanmis ddH20 ve 100 ml Asetik asit meziir yardimi ile
Olciildii. Igerisine 1 gr Coomassie Blue tartildi ve karistirildi.

Acetosyringone (AS) 100 mM Stock
v' Acetosyringone
v' Ethanol
v Otoklavlanmis ddH.O

0,3924 gr Acetosyringone tartild1 ve 12 ml %95’lik ethanol ile ¢ozdiiriildii iizerine 8 ml
otoklavlanmis ddH20 eklenildi ve son hacim 20 ml’e tamamlanild:.

Kanamycin (50 mg/ml)

v Kanamycin

v 0.45 pm Filter

v Otoklavlanmis ddH.O
0,5 gr Kanamycin tartildi ve 10 ml otoklavlanmis ddH20 igerisine eklenildi vortex
yardimi ile ¢ozdiiriildii. 0.45 pum Filter’dan gecirildikten sonra 500 pl olacak sekilde
aliquout edilerek -20 °C’de muhafaza edildi.
%90’Iik Glycerol Soliisyonu

v Glycerol (%100°’1ik)

v Otoklavlanmis ddH.O

90 ml %100’lik Glycerol alindi, tizerine 10 ml otoklavlanmis ddH>O eklenildi ve
121°C’de 30dk otoklavlandi.
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Sodium Phosphate Monobasic
v" NaH2POs (MW NaH2PO4: 137,99 gr/mol)
v Otoklavlanmis ddH2O

1 M 100 ml Monobasic i¢in 13,8 gr NaH2PO4 tartildi ve 100 ml otoklavlanmis ddH>O
icerisinde ¢ozdiirtldii.

Sodium Phosphate Dibasic
v NaHPO4 (MW NazHPO4: 141,96 gr/mol)
v Otoklavlanmis ddH20O

1 M 200 ml Dibasic i¢in 28,38 gr NasHPO; tartildi ve 200 ml otoklavlanmis ddH20
icerisinde ¢ozdiirtildii.

Purification Buffer (20 mM Phosphate, 300 mM NacCl)
v" 1 M NaH2POq
v' 1 M NazHPO4
v" NaCl
v Otoklavlanmis ddH.O

800 ml otoklavlanmis ddH2O igerisine 4,52 ml 1 M NaH2PO4 ve 15,48 ml 1 M Na;HPO4
tartild1 ve eklenildi. Uzerine 17,55 gr NaCl tartildi ve pH, NaOH ile 7,42 olacak sekilde
ayarlanildi. pH’1 ayarlandiktan sonra 200 ml daha otoklavlanmis ddH20 eklenerek 1 L’ye
tamamlanildi.

imidazole Stock 100 mM
v' Imidazole
v" Piirification Buffer

50 ml Imidazole Stock soliisyonu igin 0,3404 gr imidazole tartilir ve 50 ml Piirification
Buffer igerisinde vortex yardimu ile ¢ozdiiriildii.

Binding Buffer (Equilibration) 10 mM
v" 100 mM Imidazole Stock
v Piirification Buffer

5 ml 100 mM Imidazole Stock soliisyonundan alindi1 ve 45 ml Purification Buffer ile
karistirildi.
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Extraction Buffer (10 mM Binding, 1 mM DIECA)

v Binding Buffer

v' DIECA
Yeteri miktarda Binding Buffer igerisinde 1 mM DIECA olacak sekilde hazirlanildi.
Wash Buffer 25 mM

v" 100 mM Imidazole Stock

v' Plirification Buffer

12,5 ml 100 mM Imidazole Stock soliisyonundan alind1 ve 37,5 ml Purification Buffer ile
karigtirildi.

Elution Buffer 250 mM
v Imidazole
v" Piirification Buffer

0,851 gr imidazole tartildi ve 50 ml Purification Buffer igerisinde vortex yardimi
¢Ozduriildii.

3.2. Deneylerde Kullanilacak Olan Besi Yerleri
BBL Medium (SYS medium)

v Soy Hydrolysate

v" Yeast Extract

v" NaCl

v Otoklavlanmis ddH2O

10 gr Soy Hydrolysate, 5 gr yeast extract ve 5 gr NaCl 800 ml otoklavlanmis ddH»>O
icerisinde ¢ozdiiriildi. pH, 1M KOH 7.0’a ayarlandiktan sonra 200 ml otoklavlanmig
ddH2O ile 1 L’ye tamamlanildi. 121°C’de 30dk otoklavlandi ve +4°C’de muhafaza edildi.

MMA Medium (10 mM MES, 10 mM MgCl,)
v' MES
v' MgCI2

v" Otoklavlanmis ddH20
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1,952 g MES ve 0,95 gr MgCl> (veya 2,03 gr MgCl2 6H20) tartild1 800 ml otoklavlanmig
ddH2O igerisinde ¢ozdiiriildi. pH NaOH ile 5,8’¢ ayarlandiktan sonra 200 ml
otoklavlanmis ddH20 ile 1 L’ye tamamlanildi. 121°C’de 30dk otoklavlandi ve +4°C’de
muhafaza edildi.

LB-Agar
v' LB-Broth with Agar
v Kanamycin
v Otoklavlanmis ddH2O

40 gr LB-Broth with Agar tartilarak 1 L otoklavlanmis ddH2O igerisinde ¢6zdiiriildii ve
121°C’de 30dk otoklavlandi. Cozelti otoklavdan cikarildiktan sonra 1 saat boyunca su
banyosunda 50°C’de bekletildi ve igerisine 1 ml kanamycin eklenildi. 25 ml olacak
sekilde petrilere hava kabarcig1 olmayacak sekilde dokiildii ve donmas1 beklenildi.

3.3. Bacillus anthracis PA’nin kodon optimizasyonu ve klonlanmasi

Laboratuvarimizin 6nceki ¢alismalarinda, PA83 proteinin, gen diziliminin kodon
optimizasyonu yapilmis ve bitki ekspresyon vektorlerine klonlanip, elektroporasyon
yoluyla Agrobacterium tumefaciens susuna eklenmistir (Mamedov vd. 2017).

3.4. Glikozile ve Deglikozile PA83 Proteininin, Nicotiana benthamiana Bitkisindeki
Gecici Ekpresyonu

Laboratuvarimiz da daha 6nceden sinyal peptidi ve His-tag etiketiyle dizayn edilip
tranforme edilen ve PGR-APA, PGR-PNGaseF, PGR-APA-EndoH genlerini igeren A.
tumefaciens suglarinin, 50pg/ml kanamisin iceren LB-Agar 6ze yardimi ile petriye gizme
islemi yapildi. Petriler 28°C’lik inkiibatdrde ii¢ gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
olusan kolonilerden secilerek, BBL besi yeri (10 g/ L soya hidrolizati, 5 g/ L maya 06ziitii,
5 g/ L NaCl ve 50 mg / L kanamisin) igerisin de gece boyunca 28 ° C'de biiyiitiildii.

Transfer to
syringe
—_ e

Grow Agrobacterium Grow Agrobacterium Centrifuge and
on solid in liquid resuspend with
infiltration medium

Infiltrate to
tobacco leaves

Sekil 3.1. Agrobacterium tumefaciens araciligi ile gergeklestirilen gegici bitki
ekspresyonun infiltrasyon islemi (Smith 2012)
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Ertesi giin bakteri soliisyonlari, spektrofotometre ile OD. 600 nm’de absorbanlari
ol¢iildii. Soliisyonlarin absorbans degerlerinin > 1 olmasina dikkat edildi. O.D. degerleri
kaydedilen soliisyonlar, santrifiijde 5000xg’de 5 dakika +4 ° C'de ¢oktiiriiliip, pelletleri
150 um Acetosyringone iceren MMA medium igerisinde ¢ozdiiriildii ve iki saat boyunca
oda sicakligin da manyetik karistiricida inkiibasyona birakildi.

=
=&

! =
'\ ¥
N

e

Sekil 3.2. Nicotiana benthamiana Sekil 3.3. N. benthamiana bitkisinin
bitkisinin goriintiisii yaprak alt ayasina yapilan infiltrasyon
islemi

Deglikozile PA83 igin PGR-APA, PGR-EndoH/PGR-PNGaseF ve tiimor
baskilayici gen igeren bakteri soliisyonu 8:1:1 oranlarinda, glikozile PA83 i¢in ise PGR-
APA, tiimor baskilayici ile 9:1 oraninda olacak sekilde karistirilarak infiltrasyon igin
hazir hale getirildi. Infiltrasyon islemi, 6-7 haftalik olan Nicotiana benthamiana bitkisine
yapraklarinin alt yiizeyinden siringa ile yaprak yiizeyinde bosluk kalmayacak sekilde
enjekte edilerek yapildi. Ozel iklimlendirme odasinda yetistirilen bitkilerin infiltrasyon
sonrasi besin ihtiyaglar1 ve nem, sicaklik degerleri diizenli olarak takip edildi. Yaprak
dokulari, infiltrasyon tarihinden bes gilin sonra toplandi ve seffaf 6rnek posetleri icerisin
de, analizleri yapilana kadar -80°C’ye kaldirildu.

3.5. Bitkiden Protein Ekstraksiyonu ve immuno Blot Analizi

Hiicre soliisyonlarinin Nicotiana benthamiana bitkisine infiltrasyon isleminden 5
giin sonra (dpi, day post infiltration) infiltre bitki yapraklar1 toplandi. Ekspresyon analizi
icin ~ 1 gr yaprak dokusu, yaprak agirliginin ii¢ hacim kat1 kadar extraction tamponu
(1XPBS, 2mM DIECA) ile havan ve havaneli yardimi ile buz iizerinde ezildi. Total
protein 20000 xg’de 5 dakika +4 ° C'de ¢oktiiriildii ve siipernatant kismi yeni bir ependorf
tiiptine alindi. Western Blot analizi igin, siipernatant 4:1 oraninda 5X Laemli buffer ile
karistirildi ve 100 © C’de su banyosunda 5 dakika kaynatildu.
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Sicakliklar1 oda 1sisina gelen 6rnekler, analiz i¢in dnceden hazirlanan %10’luk
poliakrilamid jeline yiiklendi. Jel, Oncelikle yiiriitme tamponu igerisinde 45 dakika
yiriitildii ve daha sonra, bir saat boyunca transfer tamponu igerisinde Polivinilidin
Fluorid membrana blotlandi. Transfer sonras1 membran yatay c¢alkalayiciya alindi ve
%1°lik bloklama (I-Block) tamponu ile bir saat muamele edildi. Sonrasin da ise primer
anti-His Tag antikoru ile bir saat isaretlendi ve ardindan bloklama tamponu ile 3x5 dk
yikandi. Membrana ikincil antikor olarak anti-mouse horseradish peroxidase (HRP)
konjuge sekonder antikor ile muamele edildi. Sekonder antikordan sonra membran tekrar
3x5 dk bloklama tamponu ile yikandi. Son agama olarak proteinlerin 1s1ma goriintiisii i¢in
membran, SuperSignal West Pico Stable Peroxide ve Luminol/ Enhancer soliisyonlari
(SuperSignal West Pico, Thermo Fisher Scientific Grand Island, NY) ile muamele edildi
ve GeneGnome XRQ Chemiluminescence goriintiileme sistemi (Syngene Corp, ABD)
kullanilarak goriintiilendi.

3.6. His-tag etiketli Glikozile ve Deglikozile pp-PA83 proteinlerinin N.
Benthamiana'dan saflastirilmasi

Laboratuvarimizda daha oOnceki ¢alismalarimizda ppPAS83 (bitki {iretimli
PAS83)"in glikozile ve deglikozile edilmis varyantlarinin saflagtirilmasi icin saflagtirma
prosediirii gelistirilmistir (Mamedov vd. 2017) bu tez calismasi icin de ayn1 prosediir
kullanilmaktadir. Protein Saflasgtirma yontemi i¢in, immobilize metal afinite
kromatografisi (IMAC) kullanild1.

Infiltrasyondan bes giin sonra toplanan ve -80 ° C’ ye kaldirilan yaprak drnekleri,
yaprak agirliginin iic hacim kati1 kadar extraction tamponu (20 mM Fosfat, 300 mM
NaCL, 10 Mm Imidazol, ImM DIECA) igerisinde havan ve havaneli yardimi ile buz
tizerinde ezildi. Hidrofil gazli bez yardimu ile total ekstraksiyon 50 ml’lik falkonlara
alindi. Falkonlarin igerisine alinan siiziintii 12000 xg’de 20 dakika +4 ° C'de santrifiijlendi
ve temizlenen siipernatant bagka bir falkona aktarildi. Siipernatantin gegirelecegi kolona
daha 6nceden HisPur™ Ni-NTA Resin eklendi ve resinin hacimce iki kati kadar
Baglayic1 tampon (20 mM Fosfat, 300 mM NaCL, 10 Mm Imidazol) ile resin yikanarak
hazir hale getirildi. Santrifiij sonrasi alinan biitiin silipernatant kolondan gecirildi.
Istenmeyen protein baglanmalarini engellemek icin kolon igerisindeki resin, tiim
slipernatant gegirildikten sonra resin hacminin on kat1 kadar Yikama tamponu (20 mM
Fosfat, 300 mM NaCL, 25 Mm Imidazol) ile yikandi. Yikama islemi sirasinda kolondan
akan siiziintli diizenli olarak BioDrop ile dl¢iilerek resinin temizlendiginden, istenmeyen
proteinlerin yikandigindan emin olundu. Resine baglanan Histag etiketli proteinleri eliit
edebilmek i¢in, resinin hacimce on kat1 kadar Eliisyon tamponu (20 mM Fosfat, 300 mM
NaCL, 250 Mm Imidazol) kolondan gegirildi ve eliitler ependorflara 0.5 ml olacak sekilde
toplandi, etiketlendi ve buz igerisin de muhafaza edildi. Fraksiyonlarin igerisinde ki total
protein miktari, BioDrop ile dl¢iildii ve kaydedildi.

Proteinlerin konsantrasyon asamasi i¢in BioDrop 6l¢iimlerinin hemen sonrasin da
eliit edilen proteinler Millipore (10K MWCO) konsantratorii ile 8500 xg’de +4 °C’de
santrifiijlenerek istenilen son nihai hacme indirildi. Konsantre edilen protein icerisinde
bulundugu tampon 1XPBS ile degistirilerek tampon igerisinde ki imidazole uzaklastirildi.
Son konsantrasyonu dlgiilen saf proteinden SDS analizi i¢in 6rnek ayrildi ve geri kalan
protein aliquatlanarak -80 ° C’ye kaldirildi.
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3.7. Stabilite Analizleri
3.7.1. Western Blot Analizi

Western Blot analizi igin stabilite numuneleri, her on bes dakikalik bir periyotta
su banyosundaki sicaklik seviyeleri arttirilarak tasarlandi. Her sicaklik periyodu igin
ornekler 15 dakika inkiibasyonda birakildi. Her inkiibasyondan sonra numuneler, 4:1
oraninda 5X SDS yiikleme boyasi ile karistirildi ve 100 © C'de su banyosunda 5 dakika
kaynatildi. Hazirlanan rnekler 1000 xg'de 10-15 saniye santrifiijlendi. Ornekler analiz
i¢in dnceden hazirlanan %10'luk bir poliakrilamid jel tizerine yiiklendi. Jel, esas olarak
running tamponda 100 V 13 dk./200 V 45 dk siireyle calistirildi. Proteinler daha sonra
transfer tamponu iginde 100 V da bir saat siireyle Polivinilidin Floriir membranina
aktarildi. Aktarimdan sonra, membran yatay bir ¢alkalayici tlizerinde % 1 bloke edici
tampon (I-Block) ile muamele edildi. Daha sonra, bir saat boyunca birincil anti-His Tag
antikoru ile etiketlendi. Fazla primeri uzaklastirmak i¢in membran 5 dk bloke edici
tampon ile 3 kez yikand1 ve ikincil olarak anti-mouse horseradish peroxidase (HRP)
konjuge sekonder antikor ile bir saat muamele edildi. Membran sekonder antikorla
etiketlendikten sonra tekrar 5 er dk boyunca 3 kez bloklama tamponu ile yikandi. Elde
edilen membranin sinyal tiretimi, kemiliiminesan substratlar1 olan SuperSignal West Pico
Stable Peroxide ve Luminol/ Enhancer soliisyonlar1 (SuperSignal West Pico, Thermo
Fisher Scientific Grand Island, NY) kullanilarak gerceklestirildi. GeneGnome XRQ
Chemiluminescence goriintilleme sistemi (Syngene Corp, ABD) kullanilarak
goriintiilendi.

3.7.2. Native Page Analizi

Native Page analizi i¢in ornekler, dogal konformasyonlarinin bozulmamasi i¢in
non reduced kosullar ile hazirlandi. Stabiliteye tabii tutulan 6rnekler, her on bes dakikalik
bir periyotta su banyosundaki sicaklik seviyeleri arttirilarak tasarlandi. Her
inkiibasyondan sonra ornekler 13000 xg’de 5 dakika santrifiijlendi ve santrifiij sonrasi
tiiplerde pellet gozlemlendi. Siipernatant dan belirli bir miktar 4:1 oraninda Loading
buffer yiikleme boyasi ile karistirildi. Ornekler analiz icin %10'luk Native Page icin
hazirlanan igerisinde SDS bulunmayan poliakrilamid jel ilizerine yiiklendi. Jel, ilk olarak
Native Page-Running Tamponda 125 V 150 dk siireyle calistirildi. Kullanilacak
Polivinilidin Florlir membran 30 sn methanol sonrasinda 60 sn 1X PBS buffer ile
muamele edildi. Proteinler daha sonra Native Page-Transfer Tamponu igerisinde 100 V
60 dk siireyle bu membrana aktarildi. Aktarimdan sonra, membran yatay bir ¢alkalayici
tizerinde % 1 bloke edici tampon ile muamele edildi. Daha sonra, bir saat boyunca
laboratuvarimizda tiretilip saflastirilmis olan pp-Anti-PA83 antikoru ile etiketlendi. Fazla
primeri uzaklagtirmak i¢in membran 5 dk bloke edici tampon ile 3 kez yikand ve ikincil
olarak Anti-human HRP-konjuge sekonder antikoru ile tespit edildi. Membran son olarak
SuperSignal West Pico Stable Peroxide ve Luminol/ Enhancer soliisyonlar1 (SuperSignal
West Pico, Thermo Fisher Scientific Grand Island, NY) ile muamele edildi ve
GeneGnome XRQ Chemiluminescence goriintiileme sistemi (Syngene Corp, ABD)
kullanilarak goriintiilendi.
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3.7.3. SDS-PAGE Analizleri

Zamana ve sicakliga bagli stabilite analizleri i¢in, Nicotiana benthamiana
bitkisinde eksprese edilip, saflagtiritlan PA83 proteinlerinin glikozile ve deglikozile
varyantlari, 1.0 mg/ ml’ye seyreltildi ve diisiik baglayici polipropilen eppendorf tiiplerine
aliquatlandi. Proteinler, stabilite cizelgesinde belirtilen zaman dilimlerinde ve belirli
kosullar temel alinarak ayarlanan sicaklik seviyelerin de inkiibasyona birakilacak sekilde
dizayn edildi. Her inkiibasyon sonrasi, numuneler SDS yilikleme boyasiyla 5X SDS
Laemli Buffer ile 4:1 oraninda karistirildi ve numuneler daha sonra SDS-PAGE analizi
i¢in kullanilana kadar -80 ° C'de saklandi. Periyotlar1 biten stabilite 6rnekleri -80 ° C'den
cikartlip 100 ° C’de 5 dakika kaynatildi, 1000 xg'de 10-15 saniye santrifiijlendi ve oda
1s1sina gelen Ornekler sirayla %10°luk akrilamid jele yiiklendi. Jel yiiritme tamponu
icerisinde 100 V 13 dk./200 V 45 dk siireyle yiiriitiildii ve sonrasin da coomassie brilliant
blue boyasi igeren Staining tamponu ile yaklasik bir saat boyunca boyandi. Fazla boyanin
jel den uzaklastirilmasi ve protein bantlarinin goriiniirliigii netlesene kadar Destaining
tamponu igerisin de yikandiktan sonra goriintiilendi.

Cizelge 3.2. Nicotiana benthamiana bitkisinde gegici ekspresyon sistemi ile iretilip
saflagtirilmis olan PA83 proteini ve varyantlarinin SDS-Page analizi ile gerceklestirilen
stabilite calismalarina ait periyodik bilgiler

Sicakhik Zaman Periyotlar

37°C Baslangi¢c | 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat

37°C Baslangic 2 giin 4 giin 6 giin 8 giin 10 giin

24 °C Baslangig | 1 hafta 2 hafta 3 hafta 4 hafta 5 hafta

24 °C Baslangic 1ay 2 ay 3ay

4°C Baglangic | 1ay 2ay 3ay 4 ay 5ay 6 ay

Baglangig | 30 °C 40°C | 50°C | 60°C | 70°C | 80°C | 90 °C | 15 dakika
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Rekombinant PA83 Varyantlarinin Uretilmesi

Istenilen gen bélgesinin bulundugu plazmidi iceren A. tumefaciens hiicreleri,
protein iiretimi amaciyla materyal-metotta anlatildigi tizere Nicotiana benthamiana
bitkisine infiltrasyon islemi yapildi. PA83 proteininin deglikozile varyantinin
olusturulmasi i¢in PA83 proteini farkli oranlarda Endo H ve PNGase F ile birlikte
koekspresyonu yapildi. Infiltre edilmis yapraklar, infitrasyondan bes giin sonra
toplanarak materyal metotta tarif edildigi iizere ekstrakte edildi. Ekstraksiyon sonrasi elde
edilen 6rneklerden protein iiretiminin dogrulugu Western Blot analizi ile gergeklestirildi.
Analiz sonrasi protein bantlarinin membran tizerinde istenen kDa boyutunda oldugu
gozlemlendi bdylece istenen rekombinant proteinin Nicotiana benthamiana bitkisinde
gecici ekspresyon yontemi ile tiretilmis oldugu dogrulandi.
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Sekil 4.1. Nicotiana benthamiana bitkisinde eksprese edilen glikozile PA83, Endo H ve
PNGase F deglikozile edilmis PA83 proteinlerinin Western Blot goriintiisii. gPA83:

glikozile edilmis PA83; dPAS3(E): Endo H ile deglikozile edilmis PA83; dPA83(P):
PNGase F ile deglikozile PA83
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4.2. Rekombinant PA83 Varyantlarimin Saflastiriimasi

Histidin etiketli rekombinant PAS83 varyantlarinin bitki yapraklarindan
saflagtirilmas1 materyal-metotta anlatildig1 prosediir izlenilerek gergeklestirildi. Histidin
etiketli PA83 varyantlarinin saflastirilma analizinin sonucu yapilan SDS-Page analizlerin
de her proteinin yeterli derece de olmasi gereken boyutlarda elde edildigi gézlemlenerek
dogrulandi. Endo-H ile deglikozile edilen PA83 formunda saflik derecesi, glikozile PA83
ve PNGase F ile deglikozile edilen muadili ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu
gozlemlendi.
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Sekil 4.2. Nicotiana benthamiana bitkisinde iiretilip, saflastirilan glikozile ve deglikozile
PAB83 proteinlerinin SDS-PAGE analizi. BSA Standart: Bovine Serum Albumin Proteini;
gPAR83: glikozile edilmis PA83; dPA83(E): Endo H ile deglikozile edilmis PA83;
dPA83(P): PNGase F ile deglikozile PA83; M: Color prestained protein standard (Cat.
No. P7712 S New England Biolabs)

4.3. ppPA83 Protein Varyantlarimin, pp-anti-PA83 Antikorlari ile Reaktivite Analizi

Bitki ekspresyon sistemi ile iiretilip saflagtiritlan PA83 varyantlarinin, yine bitki
ekspresyon sistemi kullanilarak iiretilen anti-PA83 antikorlar1 ile materyal-metotta tarif
edilen Western Blot analizi ile karsilastirmali Immuno analizi yapildi. Poliakrilamid jel
tizerinde yliriitiillen ppPAS83 proteinleri daha sonra PVDF membrana transfer edildi ve
membrandaki proteinler PA83’e 6zgiil uyarlanmis pp-anti-PA83 monoklonal antikor
(mAb) ile muamele edildi. Analiz sonucunda proteinlerin hem glikozile hem de
deglikozile formlarmin pp-anti-PA83 ile reaktivite gosterdigi gozlemlendi.
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gPAS83
gPAS83

- dPAS83(P)
- dPAB3(E)
gPAS83

_ dPAS3(P)
~ dPAS3(E)
_ dPAS3(P)
- dPAS3(E)

|
|

|
|

(a) (b) (©)

Sekil 4.3. ppPA83 proteinlerinin 6zgiil monoklonal antikoru (mAb) pp-anti-PA83 ile
gerceklestirilen Western Blot analizi goriintiisii. Membran tizerinde bulunan ppPAS83
proteinleri jel kuyulara 100 ng olacak sekilde; gPA83, dPA83(P), dPA83(E) sirasiyla
yiiklendi ve yiiriitiildii. Transfer sonrasi membran primer olarak pp anti-PA83 (5ug/10ml)
antikorlar1 ile isaretlendi. @) Primer Antikor; G-anti-PA83 b) Primer Antikor; dG-anti-
PAB83(P) c) Primer Antikor; dG-anti-PA83(E)

4.4, Saflagtirilmis Rekombinant PA83 Varyantlarinin Stabilite Analizleri

Saflastirilmis O6rneklerin stabilite analizleri materyal ve metod boliimiinde tarif
edildigi gibi Western Blot, Native Page ve SDS-Page analizleri kullanilarak
gerceklestirildi. Teste tabii tutulan proteinler saflagtirma sonrasi igeriklerine hicbir katki
kimyasal eklemeden saf halde kullanildi. Stabilite sicakliklar1 kademeli artis gosteren
sicaklik periyotlarina ek olarak insan viicut sicakligi olarak 37 °C, oda sicaklig1 24°C ve
sogutucu sicakligi +4 °C periyotlar1 da distiniilerek tasarlandi. Testlerin sonucunda
ppPA83 proteinlerinin stabilite periyotlarinin ardindan halen 06zgiil uyarlanmig
monoklonal antikor (mAb) ile muamele edildiginde reaktivite gosterdigi SDS Page
analizlerinde ise protein bantlarinin varliginin devam ettigi gozlemlendi. Sekillerden
gorebilecegimiz gibi, Endo H ile deglikozile edilen PA83 proteini, glikozile PA83'e
kiyasla ve ayrica PNGase F ile degikozile edilen muadili ile karsilagtirildiginda daha iyi
bir stabilite gosterdigi kanitlanmistir.
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4.4.1. Stabilite Analizlerinin Western Blot Bulgulari

gPA83 Baglangic 30°C  40°C  50°C  60°C  70°C  80°C  90°C

(@)

dPA83(P) Baslangic  30°C 40°C 50°C 60°C  70°C 80°C 90°C

N W G W B
-l \ v

e
-
(b)

dPAS3(E) Baglangic  30°C 40°C  50°C  60°C  70°C  80°C  90°C

A S A S W G
EENEE

Sekil 4.4. Rekombinant PA83 varyantlarinin stabilite testleri sonras1 Western Blot analizi
a) gPAS83: glikozile edilmis PA83; b) dPA83(P): PNGase F ile deglikozile PA83; c)
dPAS83(E) Endo H ile deglikozile edilmis PA83

()
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4.4.2. Stabilite Analizlerinin Native PAGE Bulgular

gPARg3

(@)

Baslangic 30°C  40°C 50°C  60°C 70°C 80°C 90°C

b
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dPAS3(P)

Baslangic  30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C

(b)

e P e et e e

dPAS3(E)

Baslangic  30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C
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Sekil 4.5. Rekombinant PA83 varyantlarinin stabilite periyodlarinin ardindan yiiksek

hizda santrifiij

sonras1 olugan siipernatantlarina uygulanan Native PAGE analizi

goriintlisii. a) gPA83: glikozile edilmis PA83; b) dPA83(P): PNGase F ile deglikozile
PA83; ¢) dPA83(E) Endo H ile deglikozile edilmis PAS3
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4.4.3. Stabilite Analizlerinin SDS PAGE Bulgular

gPA83 Baglangic 30°C  40°C  50°C  60°C  70°C  80°C  90°C
kDa
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Sekil 4.6. Rekombinant PA83 varyantlarinin belirli sicakliklarda 15 dk’lik inkiibasyonu
sonrast SDS Page analizi goriintiisii. @) gPA83: glikozile edilmis PA83; b) dPA83(P):
PNGase F ile deglikozile PA83; c) dPA83(E) Endo H ile deglikozile edilmis PA83; M:
Color prestained protein standart (Cat. No. P7712 S New England Biolabs)
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Sekil 4.7. Rekombinant PA83 varyantlarinin 37 °C’de, 12, 24, 48, 72 ve 96 saatlik
periyotlardaki inkiibasyonu sonrasinda SDS Page analizi goriintiisii. a) gPA83: glikozile
edilmis PA83; b) dPA83(P): PNGase F ile deglikozile PA83; c) dPA83(E) Endo H ile

deglikozile edilmis PA83; M: Color prestained protein standart (Cat. No. P7712 S New
England Biolabs)
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Sekil 4.8. Rekombinant PA83 varyantlarinin 37 °C’de, 2, 4, 6, 8 ve 10 giinlik
periyotlardaki inkiibasyonu sonrasinda SDS Page analizi goriintiisii. a) gPA83: glikozile
edilmis PA83; b) dPA83(P): PNGase F ile deglikozile PA83; c) dPA83(E) Endo H ile
deglikozile edilmis PA83; M: Color prestained protein standart (Cat. No. P7712 S New
England Biolabs)
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Sekil 4.9. Rekombinant PA83 varyantlarinin 24 °C’de, 1, 2, 3, 4 ve 5 haftalik
periyotlardaki inkiibasyonu sonrasinda SDS Page analizi goriintiisii. a) gPA83: glikozile
edilmis PA83; b) dPA83(P): PNGase F ile deglikozile PA83; c) dPA83(E) Endo H ile
deglikozile edilmis PA83; M: Color prestained protein standart (Cat. No. P7712 S New

England Biolabs)
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Sekil 4.10. Rekombinant PA83 varyantlarinin 24 °C’de, 1, 3 ve 5 aylik periyotlardaki
inkiibasyonu sonrasinda SDS Page analizi goriintiisii. a) gPA83: glikozile edilmis PAS83;
b) dPA83(P): PNGase F ile deglikozile PA83; c) dPA83(E) Endo H ile deglikozile
edilmis PA83; M: Color prestained protein standart (Cat. No. P7712 S New England
Biolabs)
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Sekil 4.11. Rekombinant PA83 varyantlarmin 4 °C’de, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 aylik
periyotlardaki inkiibasyonu sonrasinda SDS Page analizi goriintiisii. a) gPA83: glikozile
edilmis PA83; b) dPA83(P): PNGase F ile deglikozile PA83; c) dPA83(E) Endo H ile
deglikozile edilmis PA83; M: Color prestained protein standart (Cat. No. P7712 S New
England Biolabs)
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5. SONUCLAR

Giliniimilize kadar gelen Sarbon’a karsi hedeflenen as1 ¢alismalarin da, bircok
asmin gelistirilme asamasinda olmasinin yani sira yeterli ve etkili derecede yiiksek
immiin koruma saglayabilen bir as1 heniliz bulunmamaktadir. Bu ¢alismada gegici bitki
ekspresyon sistemi kullanilarak, Sarbon’un nedensel organizmasi olan Bacillus anthracis
bakterisinin koruyucu antijen proteininin dogru bir sekilde katlanmis ve aktif haliyle
Nicotiana benthamiana bitkisinde tiretimi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda ilgili
proteinin N. benthamiana bitkisinde eksprese edilmesi ve saflastirilmasinin ardinda elde
edilen as1 aday1 proteinin aktifligi gosterilmis ve kanitlanmistir.

Terapotik proteinlerin {iretimi i¢in glinimiizde bakteri, maya, bocek ve memeli
hiicre kiiltiirii gibi bir¢cok ekspresyon sistemi kullanilmaktadir. Heterolog ekspresyondaki
ilerlemeler, alt birim rekombinant as1 adaylar1 dahil olmak iizere proteinlerin iiretimi igin
bitkilerin alternatif bir platform olarak kullanilmasina yonelik ilgiyi arttirmistir. Bu
sistemler; diisiik maliyet, hizli tiretim, yiiksek tiretim kapasitesi, yiiksek 6lgeklenebilir ve
memeli patojenlerini barindirmamalar1 sayesinde diger ifade sistemlerine gore lstlin
yararlar saglamistir.

Protein bazli alt birim as1 adaylarinin gelistirilmesinde dikkat edilmesi gereken en
onemli husus translasyon sonras1t modifikasyonlarin uygun ve dogru bir sekilde meydana
gelerek rekombinant proteinlerin iretilmesidir. Bitki hiicreleri, memeli hiicrelerinde
bulunanlara biiyiik dl¢lide benzeyen N-bagl glikozilasyon da dahil olmak tizere hedef
proteinlerin dkaryotik post translasyonel modifikasyonlarin1 gergeklestirirler. rPA, alti
potansiyel N-bagli glikozilasyon bdlgesi igermesine ragmen, kendi ana konakgisinda
glikozile edilmez. Bununla birlikte, okaryotik sistemlere sahip olan Nicotiana
benthamiana bitkilerinde eksprese edildiginde, rPA glikozile edilir. Bunun bitki
konaginda edinilen N-bagh glikozilasyonun bir sonucu olabilecegi ve bu sekerlerin
varliginin, giivenli ve etkili bir aginin stabilitesi ve potansiyeli lizerinde olumsuz bir etkisi
oldugu diisiiniilmiistiir.

Bu c¢aligmada hedef proteininin istenmeyen glikozilasyon sorunu, bakteriyel
PNGase F ve Endo H deglikozilasyon enzimleri ile bitkide gecici olarak koekspresyonu
yapilarak In vivo olarak N. benthamiana bitkilerinde deglikozile proteinlerin tiretilmesi
icin bir hedef yontem kullanilmistir. PA83 proteininin bitkide deglikozile ve dogru
sekilde katlanmis olarak iiretimi basariya ulagmstir.

Sonuglarimiz N. benthamiana bitkilerinin, hedef proteinlerin Endo H ile birlikte
ekspresyonu ile en yiiksek seviyeye ulastiginda goriiniir bir semptom gelisimi olmadan 5
giiniin sonunda saglikli kaldigin1 ve Endo H ile deglikozile edilmis PA83 molekiiliiniin
PNGase F deglikozile edilmis muadilinden daha iyi stabilite gosterdigini kanitlamistir.
Rekombinant PAS83 proteinlerinin yar1 Omriiniin olduk¢a uzun oldugu; asilama
durumunda viicut igerisinde, saklama kosullarinda soguk zincir sartlarinda ve oda 1sisinda
stabilitesini korudugu sonucuna varilmistir.
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Bu ve onceki laboratuvar ¢alismalarimiz toplu olarak hedef proteinlerin In vivo
enzimatik deglikozilasyonunun bitkilerde glikozile edilmemis proteinlerin iiretimi igin
giiclii bir strateji olma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle, In vivo
glikozilasyon ile iiretilen proteinlerin aktivitesi, immiinojenisitesi, vb. dzellikleri in vitro
deglikozile edilmis muadillerinden farklidir.

Ozetle veriler birlikte ele alindiginda, proteinin Endo H ile koekspresyonu
stratejisinin, sarbona kars1 as1, terapotik proteinler, antikorlar ve rekombinant enzimler de
dahil olmak iizere 6nemli as1 antijenleri iiretmek i¢in 6nemli bir olanak sagladigini
desteklemektedir. Bu g¢alisma ayni zamanda endiistriyel enzimlerin, bakteri kaynakli
enzimlerin, biyoenerjiyi arttirmak ic¢in Okaryotik ekspresyon sisteminde ve biyoyakit
veriminin yani sira, 6zellikle dogal katki maddeleri tireterek gida kalitesini arttirmak igin
de 6nemli olabilecegini gostermistir.
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