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OZET

N. benthamiana BITKISININ KURUTULMUS YAPRAKLARIN'da
BACILLUS ANTHRACIS'IN KORUYUCU ANTIJENI'nin (PA83)
DEGLIKOSILE EDILMIiS ve MUTANT FORMUNUN STABILITE ve
FONKSIYON AKTiVITE DEGERLENDIRILMESI.

Soner AKBURU
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Mayis 2020; 34 sayfa

Sarbon, hem insanlart hem de hayvanlari etkileyen Bacillus anthracis bakterisinin
kaynaklanan akut bir hastaliktir. B. Anthracis sporlarnin tiretimi ve salimi nispeten
kolaydir. Gram pozitif bir bakteri olan Bacillus anthracis'den kaynaklanan bir zoonotik
bir hastaliktir. Rekombinant protein {iretimi igin birgok farkli sistem vardir. Bunlardan
bazilar1 maya, bitki, bocek, bakteri ve memeli hiicre kiiltiirleridir. Bitki ekspresyon
sistemi diger ekspresyon sistemlerine gére birgok avantaja sahiptir. Okaryotik translasyon
sonrasit modifikasyon mekanizmasina sahip olduklar1 i¢in gecici gen ifadesi metodu
kullanilir ve istenilen protein ¢ok kisa bir siirede iiretilebilmektedir. Bu yaklasimdan yola
cikilarak PA koruyucu antijeninin deglikozile ¢alismasi yapilmigtir. Bu ¢alismada N.
benthamiana da deglikozile dPAS83-E ve pGR-MQ: ile infiltre edilen kurutulmus
yapraklar kullanildi. Ve elde edilen dPA83-E ve pGR-MQ: deglikozile edilmis
mutantinin 6zelliklerini, N. benthamiana bitkilerinde eksprese kurutulmus dPA83-E ve
pGR-MQ: birgok yonde stabilizasyon ve karakterizasyon galismalarin da kullanilma
ihtimalleri {izerinde ¢alisilmistir. Bu ¢alismalar; in vivo deglikozile edilmis PA83-E ve
mutasyona ugramis versiyonlarmin N. benthamiana bitkisinde yapilan g¢alismada,
kurutulmus orneklerinin western blot ile ekspresyon kontrolii ve kurutulmus yapraktan
proteini ¢oziindiirme ve ezme yontemiyle elde edilmesidir. Bu sonuglarin SDS-PAGE ve
WESTERN BLOT analizi yapilmigtir. Bu ¢alismanin sonunda elde edilen bulgularla
stabilizasyon degerlendirmesi, bircok yonde stabilizasyon ve karakterizasyon
caligmalarin da kullanilma ihtimalleri T{izerinde c¢alisilmistir. Tiim sonuglar
incelendiginde, kurutulmus yapraklarda protein degerlerinin yaklasik 1 yildan fazla stabil
kaldig1 gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gegici gen anlatimi, Bacillus anthracis, stabilite, aktivite
degerlendirilmesi.

JURI: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Prof. Dr. Nedim MUTLU

Dog. Dr. Muhammet TONGUC



ABSTRACT

EVALUATION OF STABILIiTY AND FUNCTIONAL ACTIVITY OF
DEGLYCOSYLATED and MUTANT FORMS OF PROTECTIVE ANTIiGEN
(PA83) OF BACILLUS ANTHRACIS iN DRiED LEAVES of Nicotiana
benthamiana.

Soner AKBURU
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV

May 2020; 34 pages

Anthrax is an acute disease caused by Bacillus anthracis , which affects both
people and animals. The production and release of B. Anthracis spores is relatively easy.
It is a zoonotic disease originating from Bacillus anthracis, a gram-positive bacterium.
There are many different systems for recombinant protein production. Some of these are
plant, insect, bacteria, yeast and mammalian cell cultures. The plant expression system
has many advantages over other expression systems. The transient gene expression
method is used because they have a modification mechanism after eukaryotic translation,
and the desired protein can be produced in a very short time. Based on this approach,
deglycosylation of PA protective antigen was performed. Dried leaves infiltrated with
deglycosylated dPA83- -E and pGR-MQ?2 in N. benthamiana were used in this studies.
And the properties of obtained the dPA83- -E and pGR-MQ2 deglycosylated mutant, the
possibilities of using stabilization and characterization studies in many directions in N.
benthamiana plants were also studied. These studies are; the production of the in vivo
deglycosylated PA83 and mutated versions in N. benthamiana plant, expression control
of their dried samples by western blot and obtaining of dried leaf protein by dissolution
and crushing method. SDS-PAGE and WESTERN BLOT analysis of these results were
done. With the findings obtained at the end of this study, the evaluation of stabilization,
the possibilities of using stabilization and characterization studies in many directions
were also studied. When all results are examined, it has been shown that the protein values
of dried leaves have been stable for approximately more than 1 year.

KEYWORDS: Transient gene expression, bacillus anthracis, stability,
activity evaluation.
COMMITTEE: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
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Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “N. benthamiana bitkisin'in kurutulmus
yapraklarin ‘da Bacillus anthracis'in koruyucu antijeni‘'nin (PA83) deglikozile edilmis ve
mutant formunun Stabilizasyon ve fonksiyon aktivite degerlendirilmesi.” adli bu
caligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez
calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagin1 gésterdigimi beyan ederim.
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1. GIRIS

Sarbon, evcillestirilmis ve vahsi dogadaki hayvanlari bununla beraber insanlari
tehdit eden spor yoluyla bulasan bir mikroorganizmadir. Ozellikle de sigir, keci ve
koyunlarda yaygin olan ve aerobik mikroorganizma olusturan Gram pozitif bir bakteri
olan Bacillus anthracis'den kaynaklanan bir zoonotik bir hastaliktir. B. anthracis ii¢
toksin proteini salgilar. Bunlar sirasiyla 6dem faktorii (EF), oldiiriicii faktor (LF) ve iki
AB-tipi toksin, 6dem toksini (ET = PA + EF) ve o6ldiirlicii olusturmak igin ikili
kombinasyonlarda etki eden koruyucu antijen (PA) toksin (LeTx = PA + LF). Hiicre
yiizeyine baglandiktan sonra PA, furin ile proteolitik olarak yarilir, bu da bir 20-kDa
protein fragmaninin salinmasma ve bir 6n gozenek olusturmak i¢in 63-kDa
fragmanlarinin heptamerizasyonuna yol agar (Molloy vd. 1992 ). Heptamerize PA, LF
veya EF'yi baglar ve ekotoksinin sitoplazmaya girisini kolaylastirir ayrica hiicre 6liimiine
sebep olmaktadir. (Mamedov vd. 2016).

Son zamanlarda, rekombinant proteinlerin tiretimi i¢in memeli hiicreleri ve maya,
bdcek, bitkileri iceren ¢esitli 6karyotik ekspresyon sistemleri kullanilmaktadir. Potansiyel
N-glikosilasyon bolgelerine sahip proteinler, bu sistemlerde ifade edildiginde etkili bir
sekilde glikosile edilir. Bununla birlikte, o©karyotik ekspresyon sistemlerinin
glikosilasyan kabiliyeti bazi proteinler i¢in arzu edilmeyebilir. Dogal konakta N-bagh
glikanlar tasimayan hedef proteinler, potansiyel N-bagli glikosilasyon sahalari i¢eriyorsa,
Okaryotik ekspresyon sistemlerinde anormal sekilde glikosile edilebilirler, bu nedenle
potansiyel olarak biyolojik aktiviteyi bozabilirler. (Mamedov ve Yusibov 2013). Son
yillardaki biyoteknolojik ilerlemeler, bitkilerin rekombinant protein {iretimi i¢in alternatif
bir yontem olarak kullanilmasina olan alakay1 arttirdi.

Bitkiler, basit, yiiksek oranda dl¢eklenebilir, uygun maliyetli {iretim, barindirilan
herhangi bir memeli patojeninin bulunmamasi nedeniyle nispi iriin giivenligi ve
okaryotik post-translasyonel modifikasyon (PTM) makinelerinin varligi dahil olmak
lizere diger rekombinant protein ekspresyon sistemleri ile karsilastirildiginda ayrica
katkilart mevcuttur. (Mett vd. 2008; Yusibov vd. 2010). N-baglh glikosilasyon,
rekombinant alt birim asilar ve heterolog ekspresyon sistemlerinde iiretilen terapotik
proteinler icermek tizere birgok proteinin dogru katlanmasi, Stabilizasyon ve biyolojik
aktivitesi i¢in kritik olan bir post-translasyonel modifikasyondur (Gomord Vd. 2010).
Bununla birlikte, bazi okaryotik ve bakteriyel proteinler, dogal konakgida N-glikan
icermez, fakat bu proteinler heterolog Okaryotik ekspresyon sistemlerinde eksprese
edildiginde anormal sekilde glikosile edilen ¢oklu potansiyel glikosilasyon bolgeleri
icerebilir, epitoplarin yanlis katlanmasi veya engellenmesi nedeniyle diisiik islevsellik ve
immiinojenisiteye yol agabilir. Bununla birlikte, baz1 6karyotik ve bakteriyel proteinler,
dogal konak¢ida N-glikan icermez, ancak bu proteinler heterolog dkaryotik ekspresyon
sistemlerinde eksprese edildiginde anormal sekilde glikosile edilen ¢oklu potansiyel
glikosilasyon bolgeleri igerebilir (Mamedov ve Yusibov 2013).

Ek olarak, integrins ve cadherins dahil olmak iizere hiicre yiizeyi reseptorlerinin
anormal N-glikosilasyonu, kanser ilerlemesi ve metastazindaki degisikliklerle iligkili gibi
goriinmektedir, (Guo vd. 2002; Isaji vd. 2004). Bu proteinlerin davranigsinda 6nemli
degisiklikler oldugunu gosterir. Aslinda, karbonhidratlarin eklenmesi bir proteinin fiziko-
kimyasal ozelliklerini gii¢lii bir sekilde etkiler, ve bu nedenle, protein in vivo
kullanildiginda bir giivenlik riski olusturabilen spesifik aktivite, ligand-reseptor



GIRiS S. AKBURU

etkilesimleri ve immiinojenisite benzeri asil biyolojik 6zelliklerini farklilastirabilir. Bu
noktada, 6karyotik ekspresyon sistemlerinin glikosilata kabiliyeti, N-bagl glikosilasyon
gerektirmeyen hedefler i¢in arzu edilmeyebilir.

Anormal N-glikosilasyonun bir¢ok terapotik uygulama igin problem olusturdugu
gosterilmistir.  Glikan bulunmayan hedef proteinlerin eldesi i¢in in vivo enzimatik
deglikosilasyon stratejisi, bitkilerde glikosile edilmemis proteinlerin iiretimi i¢in giiclii
bir stratejisine gelme olasiligina sahiptir. Yapilan bir ¢ok oncii ¢alismada in vivo
deglikosilasyon ile iiretilen proteinlerin 6zelliklerinin (aktivite ve immiinojenite, vb.) in
vitro deglikozile edilmis eslerinden ayrica farkli oldugunu belirtilmistir. Diger yandan bu
stratejiyle tretilmis olan antijen proteinlerinin ayrica kararli oldugu ve kuvvetli bir
antikor uyarimi sagladigi belirlenmistir (Mammedov vd. 2017).

Bu degerlendirmeler sonucunda kurutulan infiltre yapraklarla yapilan sonuglarla
yas yapraklardan alinan sonuglarin kiyaslanmasi ve yapilan ¢alismanin ne tiir avantaj ve
dezavantajlara sahip oldu anlatilmaya ¢alisilmistir. Bu ¢alismada kullanilan PA koruyucu
antijeni genleri daha 6nceki yapilmis olan sonuglar1 bu ¢alismada elde edilen sonuglarla
elde edilebilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultu da elde edilen rekombinant proteinlerin
islevselligi ele alinmustir.
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2. KAYNAK TARAMA
2.1. Sarbon

Sarbon, hem insanlari hem de hayvanlar etkileyen Bacillus anthracis
bakterisinden kaynaklanan akut bir hastaliktir. B. anthracis sporlarinin tiretimi ve salimi
nispeten kolaydir ve bu nedenle, ABD'de spor igeren zarf saldirilarinin 2001 olaylari ile
kanitlandig1 gibi biyo-terdristler tarafindan kullanilabilir. B. anthracis, toksin proteinleri
i¢in yapisal genleri ve kapsiil olusumu i¢in biyosentetik genleri tasiyan iki plazmit, pXO1
ve pXO2 barindirir. B. anthracis ti¢ toksin proteini salgilar. Bunlar sirasiyla EF (6dem
faktori, bir kalmodulin bagimli adenilat siklaz), 6ldiirticti faktor (LF, bir metaloproteaz)
ve iki AB-tipi toksin, ddem toksini (ET = PA + EF) ve oldiiriicii olmak i¢in ikili
kombinasyonlarda tesir eden koruyucu antijen (PA) toksin (LeTx = PA + LF). Hiicre
yiizeyine baglanma siirecinde sonra PA, furin ile proteolitik olarak yarilir, bu da bir 20-
kDa protein fragmaninin salinmasina ve bir 6n gozenek olusturmak i¢in 63-kDa
fragmanlariin heptamerizasyonuna yol agar (Molloy vd. 1992). Heptamerize PA, LF
veya EF'yi baglar ve ekotoksinin sitoplazmaya ge¢mesini kolaylastirir ve hiicre 6liimiine
neden olur (Mamedov vd. 2016). Genellikle B. anthracis sporlarinin solunmasindan veya
yutulmasindan kaynaklanan sistemik sarbon yliksek 6liim oranina sahiptir.

[k sarbon hayvan asis1 1881'de Pasteur tarafindan gelistirilmis olmasina ragmen,
insan agilar1 20. yiizyilin ortalaria kadar ortaya ¢ikmadi. Mevcut asilar etkili koruma
saglamasina ragmen, cesitli problemlerden muzdariptirler: standardizasyon eksikligi,
nispeten yiiksek iiretim masrafi, tekrarlanan dozlama gereksinimi ve ilgili gegici yan
etkiler (Baillie, L. 2001).

Bazi1 sarbon as1 ¢alismalari elde edilen sonuglar beklentileri karsilamakla beraber
farkli problemlere alerji ve benzeri etkilere neden olmaktadir. Ek olarak, as1 sadece sinirli
koruma saglar ve koruyucu bagisiklik elde etmek i¢in uzun siireli bir uygulama gerektirir.

Topraktaki B. anthracis sporlarinin yogunlugu ortalama yillik sicaklik, yillik
yagis, yikseklik, bitki ortiisii miktari, toprak nem igerigi ve toprak pH'indan etkilenir
(Blackburn J.K vd. 2007). Bazi ¢aligmalar, B. anthracis'in yerli bakterilere karsi zayif
rekabet ettigini gostermektedir, ancak sarbon sporlarinin toprakta yasayan amipler
tarafindan ve bitki rizosferi baglaminda ¢imlenme ve ¢ogalmasi rapor edilmistir (Saile E.
ve Koehler T.M. 2006).

Cevresel ve iklimsel faktorlerin sarbonun ekolojisi lizerinde biiyiik etkisi vardir
(Blackburn J.K vd. 2007). Sarbon vakalarinda yagis ve sicaklik gibi iklimsel faktorler
onemli bir rol oynamaktadir (Hampson K vd. 2011).

Bununla birlikte, tek bir ekosistemde bile farkli salginlarin zamanlamas: ve iliskili
Olimlerin zamanlamasindaki biiyiik farkliliklar nedeniyle sarbon olusumunu ve
epidemiyolojisini anlamak kolay degildir (Hugh-Jones M.E 2002).
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2.2. Antraks Toksinlerinin Enfeksiyondaki Rolleri

Cesitli yollardan bir konakg¢iya girdikten sonra, B. anthracis sporlari yerel olarak
cimlenebilir veya yerel lenf diigiimlerine tasiabilir ve orada ¢imlenebilir.

Vejetatif bakteriler daha sonra 6ldiiriicii toksin salgilarlar. (LT = PA + LF) ve
0dem toksini (ET = PA + EF), miyeloid hiicrelerin (notrofiller ve makrofajlar gibi)
miyeloid hiicrelerinin temizleyici iglevlerini yok etmek i¢cin CMG2 reseptdrlerine
baglanma yoluyla etki eder.
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Sekil. 2.1. Antraks toksinlerinin enfeksiyondaki rolleri
Bu, genisleyen vejetatif bakteri popiilasyonunun, nétrofillerin ve makrofajlarin

gliclii anti-bakteriyel fonksiyonlarindan kagmasina izin verir. Ge¢ asamalarda, sistemik
bir enfeksiyonun yayilmasi ve olusumunu takiben, B. anthracis, kanda yiiksek sayilarla
cogalarak, konukcu Sliimiine neden olmak i¢in yeterli miktarda LT ve ET firetir. LT,
kardiyovaskiiler sistemi, Ozellikle kardiyomiyositleri ve vaskiiler diiz kas hiicrelerini
hedef alarak konakgi oldiiriiciiliige neden olurken, ET, ¢cogunlukla hepatositleri hedef
alarak oldiirticiidiir (Liu vd. 2014).

2.3. Bacillus anthracis Antraks Patojeni

Genellikle B. anthracis sporlarinin solunmasindan veya yutulmasimdan
kaynaklanan sistemik sarbon yiiksek Oliim oranina sahiptir. B. anthracis sporlar
solundugunda alveoler makrofajlar ve dendritik hiicreler organizmay: proksimal lenf
diiglimlerine tagir. Spor ¢imlenmesini takiben vejetatif hiicreler, anti-fagositik kapsiilii ve
antraks toksin proteinlerini, sistemik hastaligin baslamasi igin kritik olan viriilans
faktorlerini iiretir (Fouet 2009; Liu 2014). Insanlarda bakteriyemi, 1-6 giinliik
asemptomatik bir inkiibasyon siiresinden sonra baslar. Bakteriyenin baslamasindan sonra,
hastalar 1-2 giin siiren akut bir hastalik evresinden 1-5 giin 6nce grip benzeri semptomlar
yasayabilirler. Sonugta 6liim, solunum yetmezligi, sepsis ve soktan kaynaklanir (Jernigan
vd. 2002; Meselson vd. 1994).
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2.4. Sarbon Toksinlerin Etki Sekli

B. anthracis tarafindan salgilanmasinin ardindan, antraks toksin bilesenleri ¢esitli
dokularda hizla dagilir. Hiicre ylizeyi reseptorlerine baglanmanin ardindan, PA, furin
veya furin benzeri proteazlar ile ayrilir, C-terminal fragmani1 PA63 (kesikli oklar) elde
edilir, bu daha sonra kendiliginden LF ve EF'yi baglama yetenegini kazandiran
oligomerler olusturur. PA ayrica tanimlanamayan proteazlar ile dolasimda iglenebilir ve
elde edilen PA63, PA63 oligomer-reseptor kompleksini olusturmak {izere toksin
reseptorleri CMG2 ve TEMS8'e baglanmadan 6nce LF ve EF'I oligomerize edebilir ve
baglayabilir.
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Sekil. 2.4. Sarbon toksinlerin etki sekli
CMG?2 in vivo ana toksin reseptoriidiir, TEMS ise antraks toksin patogenezinde

kiiglik bir rol oynar. Toksin kompleksi daha sonra reseptor aracili endositoz yoluyla
i¢sellestirilir. Endozomlarin igine girdikten sonra, toksin kompleksi, membran iginde
PA63 oligomer kanalinin olusumunu indiikleyen ve LF ve EF'in sitozol etkilerini
sitotoksik etkilerini sergilemelerine izin veren asidik bir ortama rastlar (Liu vd. 2014).

2.5. As1 Gelistirme

Asilama 200 yildan uzun bir siiredir uygulansa da, enfeksiyoz hastaliklara kars
bir 6nleyici tedavi olan prensibi degismedi. Hastaliga neden olan ajanlarin molekiiler
biyolojisini ve patolojisini ve rekombinant DNA ara¢ ve tekniklerini anlamadaki
gelismeler, rekombinant protein de dahil olmak iizere yeni genetik olarak tasarlanmis
asilarin gelistirilmesi i¢in yeni firsatlar yaratmistir. Alt birim ve DNA bazli asilar. Mevcut
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lisansli asilarin birgogu oldiiriilmiis veya canli zayiflatilmis patojenlere dayanmasina
ragmen, spesifik antijenlere veya toksinleri baz alan alt birim asilar giivenlik, etkinlik ve
Ol¢eklenebilirliklerinden dolay: tercih edilen alternatifler olmaktadir. Maya veya bocek
hiicresi ekspresyon sisteminde liretilen rekombinant antijen bazli asilarin son 6rnekleri
Insan kullanimi igin onaylanmis olan Hepatit B viriisiine ya da Insan papilloma viriisiine
(HPV) kars1 agilardir (Lowy ve Schiller, 2006). Alt birim as1 gelistirmede genomik
yaklasimlarin  kullaniminin  artmasi, birka¢ yeni as1 adaymin Dbelirlenmesini
kolaylastirmistir. Bu da, dogru katlanmis, giivenli ve patojene 6zgii bagisiklik saglayan
cok cesitli hedeflerin hizl1 bir sekilde {iretilmesine izin veren ifade sistemleri gerektirir.

Son biyoteknolojik gelismeleri takiben, bitkilerin rekombinant proteinlerin
tiretimi icin alternatif bir ekspresyon sistemi olarak kullanilmasina olan ilgiyi
tetiklemigtir. Mevcut ilk bitki kaynakli rekombinant protein eldesi insan serum albiimini,
transgenik tiitlinde tretimi 1990 yilinda basarild1 (Sijmons vd. 1990). Giiniimiize kadar,
bitkiler bir¢cok diger terapdtik proteinleri ayrica sitokinleri, hormonlari, biiyiime
faktorlerini, kan bilesenlerini yine asilar1 ve antikorlar1 ifade etmekte basariyla
kullanilmaktadir. Bu, 2006 yilinda Dow AgroSciences LLC (Indianapolis, IN) tarafindan
gelistirilen kiimes hayvanlarinda Newcastle hastaligina tedavi ve koruyucu ilk bitki
yapimi aginin izniyle (ABD Veteriner Biyoloji Merkezi Merkezi) sonuglandi. (Yusibov
ve Mamedov 2010)

2.6. Sarbon Tedavisi ve Onlenmesi

B. anthracis birgok antibiyotige duyarlidir. Bunlardan bir kismi, siprofloksasin,
doksisiklin, eritromisin, vankomisin ve penisilin ve benzeri antibiyotige hassastir
(Artenstein vd. 2012). Bununla birlikte, hastaligin hizli seyri nedeniyle, yogun antibiyotik
ve destekleyici tedavilerde bile, inhalasyonal sarbon igin 6liim oranlari hala yiiksektir. Bu
muhtemelen antraks toksinlerinin devam eden etkilerinden kaynaklanmaktadir (Abrami
vd. 2013). Bu nedenle, sag kalimi artirmak icin anti-toksin tedavilerine ihtiyag
duyulmaktadr.

BioThrax verilen goniillillerin plazmasindan izole edilen immiin globiilinin
(antraks as1 absorbe, AVA), dogal olarak elde edilen inhalasyon antraksli bir hastanin sag
Kalimini arttirdigi belirtilmigtir (Walsh vd. 2007). 2012 yilinda FDA, inhalasyonal
antraks tedavisi igin PA'ya karst oncii insan monoklonal antikoru olan Abthrax"
(Raxibacumab) kabul edildi. (Mazumdar. 2009). Abthrax PA etki alan1 4'e baglanir ve
reseptorlerine toksin baglanmasini engeller. Son zamanlarda, insan CMG2 ve insan IgG
Fc fragmaninin (CMG2-Fc) hiicre dig1 alaninin bir fiizyonunun PA nétrlestirilmesinde ve
tavsanlarin B. antrasis enfeksiyonundan korunmasinda etkili oldugu gosterilmistir
(Wycoff vd. 2011). CMG2-Fc'nin potansiyel bir avantaji, bireysel notrlestirici anti-PA
monoklonal antikorlarindan kagan PA varyantlarina sahip kasitl olarak tasarlanmis B.
anthracis suglarinin CMG2-Fc'nin inhibisyonuna maruz kalmasidir. LF'nin kii¢iik
molekiillii inhibitdrleri de aktif gelisme altindadir (Moayeri vd. 2013). insanlarda hepatit
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B tedavisi i¢in kullanilan bir ATP analogu olan Adefovir dipivoksilin, in vitro ve bazi in
vivo modellerde etkili bir EF inhibitorii oldugu bulundu. LF ve EF'nin bu kii¢iik molekiil
inhibitorlerinin belirgin bir avantaji, hedef hiicrelerin sitozoliine zaten girmis olan
toksinlere karsi etkili olmalaridir. Aktif bagisiklama, sarbon oOncesi maruz kalma
Oonlenmesinde ¢ok dnemlidir. BioThrax bugiine kadar maruz kalma 6ncesi kullanim i¢in
mevcut olan tek FDA lisanslhi antraks toksin bazli asidir. BioThrax ayrica maruz kalma
sonrasi Onleyici tedavi i¢in kullanighdir. Bu nedenle, B. anthracis sporlarina maruz
kaldig1 bilinen veya siiphelenilen kisilerin tedavisi i¢cin, ABD Hastalik Kontrol
Merkezleri, 60 giinliikk oral antibiyotik tedavisinin 3 dozlu bir BioThrax asisi ile
kombinasyonunu onermektedir. BioThrax, ana bilesen olarak PA ile birlikte avirulent,
kapsiillenmemis bir B. anthracis susunun kiiltiir filtratlarindan iretilen, tam olarak
tanimlanmamis bir asidir. Daha tanimlanmis ve rekombinant PA bazli sarbon asilari
giiniimiizde aktif olarak gelistirilmeye calisilmaktadir. (Liu vd. 2014).

2.7. Bitkide Gegici Gen Anlatim

Bitkide gegici gen ifadesi yonteminin kazanimlarina bakildiginda uygulamanin
kolaylig1, zaman tasarrufu, ekonomik kazan¢ ve protein iiretiminde bitkiden alinan
yiiksek verimdir (Kapila vd. 1997). Bitkiler de gegici protein tiretiminde bitki dokularina
gonderilen vektorler, rekombinant bitki viral vektorleri ya da bakteriyel binary
vektorlerdir. Gegici gen ifadesinde ki en gelismis kullanim ise agro-infiltrasyon metodu
ile bitkiye gonderilen, binary vektorlerle bitki viriislerinin bilesenlerini birlestiren “launch
vektorleri” dir (Shamloul 2014).

Bitkiye gen aktariminda cogunluk olarak binary vektorler kullanilsa da
Agrobacterium tumefaciens'in bir DNA segmenti olan T-DNA vektorii bitki ¢cekirdegine
aktarilmaktadir (Gelvin 2003). Bitki gecici gen ifadesi sisteminde kullanilan vektorler de
kendini kopyalayabilen viriislerden yararlanilir. Bu amacla kullanilan viriislerden
bazilari: Potato X virus (PVX), Tobacco mosaic virus (TMV), Tobacco etch virus (TEV),
Cowpea mosaic virus (CPMV). Ayrica bu vektorler Agrobacterium ile bitkiye
infiltrasyon esnasinda bitki hiicrelerine aktarilabilmek i¢in T-DNA’nin igersine
yerlestirilebilirler. Giiniimiizde rekombinant proteinlerin iretimi amaciyla farkl
ekspresyon sistemleri bulunmaktadir. Bunlari bitki, bocek, bakteri, maya ve memeli hiicre
kiiltiirleridir. Bitki ekspresyon sistemi diger ekspresyon sistemlerine kiyasla olumlu
bircok etkili avantajlar1 bulunmaktadir. Uretimde diisiik maliyetli olmasma ek olarak
Okaryotik translasyon sonrast modifikasyon mekanizmasina sahip olduklari i¢in gegici
gen ifadesi metodu kullanilir buna ek olarak istenilen protein ¢ok kisa bir siirede
iretilebilmektedir (Mett vd. 2008; Yusibov ve Mamedov 2010; Yusibov vd. 2016). Bu
yontem bakteri ve memeli hiicre kiiltiirlerinden bulasacak kontaminasyon riski ¢cok az
bulunmaktadir. Memelilere ait olan patojenleri de icermemektedirler.

Heterolog proteinler bitkilere gecici olarak transforme edilerek kisa bir zaman
icerisinde coklu olarak iiretilebilmektedirler (Shamloul vd. 2014). Tim bu yapilan
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arastirmalar ve uygulamalara ragmen bitkide iiretilen proteinlerin verimleri bazi faktorler
tarafindan olumlu ve olumsuz olarak etkilenmektedir. Bunlardan bazilar1 vektoriin
boyutu, ifade verimliligi, gen susturulmasi gibi durumlardir. Agro-infiltre edilen bitkide
transkripsiyon sonrast gen susturulmast (PTGS) rekonbinant proteinin verimini
azimsanmayacak derecede etkiler. Transkripsiyon sonrasi gen susturulmasini azaltmak
icin gen susturma bastiricilart kullanilmalhidir. Bir¢ok ¢alismada kullanilan bir tanesi de,
Tomato bushy stunt virus (TBSV) elde edilen p19 proteinidir (Peyret ve Lomonossoff
2015; Mardanova vd. 2017).
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Sekil. 2.7.1. Bitkide gecici gen anlatiminin ifadesi (Mardanova vd. 2017)

Sekil. 2.7.2. infiltre asamas1
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3. MATERYAL VE METOT

N. benthamiana bitkisi, Akdeniz Universitesi serasindan alinarak, bitki besleme
odalarinda, kontrollii sartlarda, belirli oranlarda ki torf ve perlit (3:1 oraninda) karigimi
igerisinde deneylerde kullanilmak iizere yetistirildi. Deneylerde 6-7 haftalik gelisim
sirecinde ki bitkilerden yararlanildi.

Modifiye edilen pEAQ vektorii, p19 dahil susturma {izerine etki eden bastiricilart
ve c¢oklu ekspresyon kasetlerinin anlatimini saglar. Ayrica genleri kesim enzimi bazl
klonlama ve GATEWAY ile bitkiye dogrudan aktarabilir.

3.1. Besiyerleri

SYS (BBL) besiyeri

= Soyhidrolizat 10g
» Yeast extract 59
= NaCl 59
= Distile su 1000 ml

Besiyeri kimyasallar1 hassas terazi ile olgiiliip steril bir sisede distile su igerisinde
¢ozdiriildi. pH:7.0 olacak sekilde ayarlandi ve 121°C’de 30 dakika otoklavlandi.

LB-Broth besiyeri

= Distile su 1000 ml

= LB-Broth 25¢
Besiyeri kimyasallar1 hassas terazi ile Olgiiliip steril bir sisede distile su igerisinde
¢ozdiriuldi. pH:7.0 olacak sekilde ayarlandi ve 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak
kullanilabilir hale getirildi.

MMA besiyeri

= Distile su 1000 ml
= MgCI2 10 ml
= MES 1,952 ¢

Besiyeri kimyasallar1 hassas terazi ile olgiiliip steril bir sisede distile su igerisinde
¢ozdiriuldi. pH: 5.8’e olacak sekilde ayarland1 ve 121 °C’de 30 dakika otoklavlandi.
Steril hale getirildi. 1L MMA besiyerine kullanimdan 6nce 150 pl Asetosyringene ilave
edildi.

SOC besiyeri

= Distile su 1000 ml
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= MgCI2 1M 10 ml
= MgSO4 10 ml
= Bactotripton 209
» Bacto yeast extract 5¢
= NaCl5M 2 mi
= KCI 1M 2,5ml

Besiyeri kimyasallar1 hassas terazi ile ol¢iiliip steril bir sisede distile su igerisinde
¢ozdiriildii ve 121 °C’de 30 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi. besiyeri
otoklavdan alinarak sicakliginin 50°C’ye kadar diisiirtildii ve steril edilen kabin i¢inde
20 ml 1 M glukoz ilave edildi.

Asetosyringene (AS, 100 mM) stok ¢ozeltisi

= Etanol (% 95) 12 ml
= Distile su g ml
= Asetosyringene 0,3924 g
3.2.  Cozeltiler ve Tamponlar

Agaroz Jel Elektroforezi
EDTA (0,5 M, Ph: 8.0, 100 ml)

= EDTA 14,612 g
= Distile su 100 ml

Hassas terazide tartilan 40 g sivi gliserol ile 40 ml distile su (1:1 oraninda) homojen
sekilde ¢ozduriildii. Karisim 121 °C’de 30 dakika otoklavlandi.

TAE Tamponu (50X)

= Distile su 1000 ml
= Tris-base 242 g

= EDTA (0.5 M, pH 8.0) 100 ml
= Glasiyal asetik asit 57.1 ml

% 50 Gliserol soliisyonu

= Gliserol 509
= Distile su 50 ml

hassas terazi tizerinde 50 g siv1 gliserol tartildi ve 50 ml distile su ile karistirildi. karisim
121 °C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edildi.

10
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0.1M CaCl2 / % 15 gliserol

= Distilesu 6 ml
= 1MCaCl; 1mi
= % 50 gliserol 3ml

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Ornek yiikleme tamponu (5X, Laemli Buffer)

=  Glycerol 11,9 ml
»  Tris-HCI (1 M) 9,375 ml
» Bromofenol mavi stok ¢ozeltisi (100 mg/20 ml) 660 ul
= SDS 3,33¢

= 2-merkaptoetanol (%25) 7,5ml

pH, HCL ile 6,8’¢ indirildi ve ddH20 ile hacim 40 ml’e getirildi. Uzun siireli kullanim
i¢in -20 °C’de dolapta bekletildi.

Tris HCI (0.5 M, pH: 6.8)

=  Tris-base 30¢
= Distile su 250 ml

pH ayarlamas1 HCI ile 6.8’¢ ayarlandi ve distile su ile 500 ml’e tamamlandi.
Tris HCI (1.5 M, pH: 8.8)

= Distile su 250 ml
= Tris-base 925¢

pH, ayarlamasi HClI ile 8.8’¢ ayarlandi ve distile su ile 500 ml’e tamamlandi.

Yiiriitme Tamponu (1X)

= Distile su 990 ml
= Glycine 143 ¢
=  Tris-base 3,03¢g
= SDS (% 10) 10 ml

Jel boyama ¢ozeltisi (Coomassie staining)

= Coomassie Blue R-250 1lg

= Distile su 400 ml
= Glacial acetic acid 100 ml
= Metanol 500 mi

11
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* Boya uzaklastirma c¢ozeltisi (Destaining)

= Distile su 700 ml
= Methanol 200 ml
= Glacial acetic acid 100 ml
SDS Soliisyonu (%10)

» Hassas terazide tartilan 10 g SDS, 90 ml ddH-0 igerisinde ¢oziindiiriildii.
APS Soliisyonu (%10)

= Hassas terazide tartilan 60 mg APS, 600 ul igerisinde ¢ozdiiriildii (Her kullanim i¢in
taze hazirlandi).

Jellerin hazirlanmas1 4 adet jel icin (% 10)

Stacking jel Resolving jel
= Distile su 7,95 ml 9,7 ml
* % 40 Akrilamit-Biss soliisyon 1,25 ml 5ml
= 1,5M Tris-HCI - 5ml
= 0,5M Tris-HCI 3,15 ml -
= 9 10 SDS 125 ul 200 pl
= 010 APS 62,5 ul 100 pl
= TEMED 12,5 ul 10 pl

Stacking jelin hava ile temas eden iist fazin1 oksijenle etkilesime girmemesi ve yiizeyin
piiriizsiiz donmasi i¢in pipet aracilifiyla iizerine 500 pl izopropanol ilave edildi ve oda
sicakliginda donmaya birakildi.

Western Blotting

Transfer Tamponu hazirlama (1X)

= Distile su 1000 ml
=  Tris-base 5890
= Glisin 2,939
= SDS (%10) 370 ul

Kimyasallar1 hassas terazi ile dlg¢iiliip steril bir sisede distile su igerisinde ¢ozdiiriildii

TBS (5X)
= Distile su 1000 ml
= NaCl 42,88 ¢

12
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= Tris-base 12,1159

Hassas terazide tartilan Kimyasallar tartilarak ddH.O igerisinde ¢ozdiiriildiic ve pH
ayarlanmasi 7,5 olarak yapildi.

I-Block

= 1 g I-block hassas terazide oOlgiilerek 100 ml 1X TBS’de yaklasik 45 dk. manyetik
karistiricida ¢ozduriildii.

Birincil antikor (primary antibody, 1:1000)

= 10 upl birincil antikor, 10 ml I-block’da hazirland.
ikincil antikor (secondary antibody, 1:2500)

= 2,5 ul ikincil antikor, 10 ml I-block’da hazirlandi.
1X PBS hazir tablet ¢ozelti

» Hazir 1 adet tablet PBS (10 mM fosfat buffer,2 mM KCI, 137 mM NaCl) 100 ml
ddH>0’da ¢oziindiiriildii.

3.3.  A.tumefaciencis Hiicresine Transformasyon ve N. benthamiana Bitkisine
infiltrasyon

E. coli hiicresinde ¢ogaltilan ve izolasyonu yapilan genleri igeren plazmiti istenen
proteini iiretmesi i¢in A. tumefaciencis hiicresine elektroporasyon metodu kullanilarak
aktarildi. Onceden hazirlanarak -80°C’de muhafaza edilen 100 ul’lik A. tumefaciencis
AGLI1psoup kompetan hiicrelerine 1 pl plazmid ilave edilerek karistirildi. Karigim pipet
yardimuiyla elektroporasyon kiivetinin tam merkezine aktarildi ve elektrik soku uygulandi.
Elektroporasyon sonrasi hiicrelerin tizerine 1ml SOC besiyeri eklenerek pipetaj yapildi
ve ornekler mikro santrifiij tiipe alindi. Hiicreler inkiibasyon i¢in 28 °C’lik ¢alkalamali
inkiibatorde 2 saat 225 rpm’de bekletildi. Inkiibasyon siiresi dolan drnekler 2000 Xg *de
3 dk. santrifiijlendi. Daha sonra 50 pg/ml kanamisin iceren LB plaklara 6ze ile yayma
yapild1 ve 28°C’lik inkiibatdrde ii¢ gece bekletildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde olusan
koloniler segilerek 50 pg/ml kanamisin bulunan BBL s1v1 besiyerine ekildi. Ornekler 28
°C’lik galkalamali inkiibatérde yaklasik bir gece gelisim icin bekletildi. Bekleme siiresi
dolan orneklerin spektrofotometre cihazi ile optik yogunlugu olgiildii (O.D. > 1) ve
degerleri kayit edildi.

e MQ: icin optik yogunlugu: 2,62
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e dPAB83-E i¢in optik yogunlugu: 2,75

Orneklerin belirli bir miktar1 stok icin % 90’lik gliserol ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda olacak
sekilde eklendi mikro santrifiij tiiplerine 1ml civarinda paylastirilarak -80°C’de dolapta
muhafaza edildi. Orneklerin geri kalan kismi1 +4°C 5000 xg ’de 5 dk. santrifiijlendi.
Hiicreler pellet kisminda oldugu igin siipernatant atildi. Pellet Asetosyringene igeren
MMA besiyerinde optik yogunlugu:1 olacak sekilde ¢ozdiiriildii. Son olarak hiicreler
manyetik karistiric1 {izerinde 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan MQ, ve dPA83-E genini iceren hiicre soliisyonu optik
yogunlugu:1 olacak sekilde ayarlandi ve glikosilasyonu engelleyecek olan Endo H geni
iceren hiicre soliisyonu ile gesitli oranlarda karigtirilarak bitkiye 9:1 birlikte enjekte edildi.
Enjektor yardimiyla bitkiye infiltre edildi.

3.4. Bitkiden Protein Ekstraksiyonu

Enjektor ile bitkinin yapraklarina infiltre edilen 6rnekler 5 giin sonra (dpi, day
post infiltration) topland1. infiltre edilen yapraklar {ist iiste getirilerek 0,75 g olacak
sekilde parga alind1 ve iizerine yaprak agirliginin ii¢ kat1 1X PBS tamponu ilave edilerek
havan igerisinde havaneli kullanilarak ezildi. Pipet ile yaklasik olarak 1ml homojenattan
almip 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiipiine aktarildi. Daha sonra 20000 xg ’de 5 dk.
santrifiijlendi. slipernatanttan analizler i¢in 40 pl 6rnek alindi ve iizerine 6rnek ylikleme
tamponundan 10 pl ilave edildi. Geriye kalan siipernatant ayr1 bir tiipe alinarak -20°C’de
muhafaza edildi.

3.5. SDS-PAGE ve Western Blot

SDS-PAGE yapmak i¢in jellerin hazirlanmasi kisminda anlatildig gibi % 10°luk
bir jel hazirlandi. Numuneler jele yiiklenmeden ilk olarak 100 °C’de 5 dk. Su banyosunda
bekletildi. Bekletilen numuneler mini bir santrifiij yapildi. Ortalama 10 sn. ve daha sonra
100 V’da 13-15 dk. hemen ardindan 200 V’da 45 dk. olacak sekilde bir programda
yuritiildii. Yiiritme asamasi tamamlandiktan hemen sonra stacking jelin st kismi
uzaklastirildi. Amag jelde gereksiz bantlarin olugsmasini 6nlemek i¢in kesilip atildi. jel
steril bir kaba alind1 ve yiiritme tamponuyla etkilesim olmamasi i¢in karistiricida
yaklasik 5 dk ddH20 ile bekletildi. Bekletilme asamasindan sonra ddH»O dokiilerek jelin
tizeri kaplayacak bigimde jel boyama c¢ozeltisi ilave edildi ve boyamanin gerceklesmesi
igin yaklasik 45-55 dk (Bazen boyanin tazeligine gore bu siire degisebilir.) karistirici
tizerinde bekletildi. Boyama asamasinda hemen sonra jelin boyadan temizlenmesi igin 3
X (15-20) dk’lik araliklarla jel boya uzaklastirma soliisyonu ile yikamasi (bekletme)
yapildi. Jelindeki bantlar gozle goriiniir hale geldigi zaman goriintiisii alindi. Ne kadar
steril kosullarda calisir ve SDS-PAGE asamalar1 gerceklesirse o kadar saglikli bantlar
alma olasilig1 artmaktadir.

Western blot yapmak igin jellerin hazirlanmasi kisminda anlatildig gibi % 10’luk
bir jel hazirlandi. Numuneler jele yiiklenmeden ilk olarak 100 °C’de 5 dk. Su banyosunda
bekletildi. Bekletilen numuneler mini bir santrifiij yapildi. Ortalama 10 sn. ve daha sonra
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100 V°da 13-15 dk. hemen ardindan 200 V’da 45 dk. olacak sekilde bir programda
yuriitiildii. Yiritme asamasi tamamlandiktan hemen sonra stacking jelin st kismi
uzaklastirildi. Ama¢ membranda gereksiz bantlarin olugsmasini 6nlemek i¢in kesilip atild1.
jel steril bir kaba alind1.

Jelde yiiriitiilen protein bantlarini membrana aktarabilmek i¢in jel sandwich
modeli seklinde; membran ve jel yiizeyleri birbirine temas edecek sekilde yerlestirildi.
Her iki taraf yani dis kisimlarina filtre kagitlar1 gelecek sekilde yerlestirildi. Tekrardan
dis yiizeylerine stinger iki tarafada yerlestirildi ve western blot kaseti tanka yerlestirilerek
transfer tamponu ilave edildi (Kullanilan tanktaki belli bolgeye kadar transfer tamponla
dolduruldu). Bu asamada proteinler 1sidan etkilenmemesi i¢in buz torbast veya paketi
kullanild1. Daha sonra 100 V da 1 saat yiiriitiildii. Yiiritme asamasindan sonra membran
karistirict da temiz bir kap igerisinde % 0,5’lik I-Block soliisyonunda yaklagik 1 saat
veya daha fazla bekletilebilir. istenmeyen bantlar engellenmis olacaktir. Bloklama islemi
asamasindan sonra membrana 1 saat birincil antikor da bekletildi. (Histidin etiketli
proteinlerin analizi i¢in anti-6XHis monoklonal antikor Cat. no. 652502). Bu asamadan
hemen sonra membrandaki antikoru gereksiz olan proteine baglanmayan kisimlari
uzaklagtirmak i¢in 3 X 5 dk. olacak sekilde I-Block soliisyonu i¢inde bekletildi (yikama).
Yikamalar yapildiktan hemen sonra membrani 1 saat siireyle ikincil antikorda bekletildi.
Bu uygulamadan hemen sonra memran yine 3 X 5 dk. tekrarlanarak I-Block i¢inde ve
sonra membran 5 dk. 1X TBS da bekletildi. en son asama olarak membranin iizerine
goriintiilemede 151ma olusabilmesi i¢in SuperSignal West Pico Stable Peroxide ( 2,5 ml )
ve Luminol/ Enhancer (2,5 ml) soliisyonlar1 (SuperSignal West Pico, Thermo Fisher
Scientific Grand Island, NY) eklenerek 5 dk bekletildi. Gorlintii agamasinda Membran
GeneGnome XRQ Chemiluminescence goriintiileme sistemi (Syngene Corp, ABD)
kullanilmastir.

Yapilan ¢alismada kullanilan yontemlerde ve bir ¢ok asama dikkatli ve steril
olarak gerceklesmek zorundadir. Eger membran uzun siire {istiindeki sivilardan mahrum
birakilirsa membran bir sonraki agamada saglikli sonu¢ vermeyebilir.

3.6. Yapraklarin Kurutulmasi

Infiltrasyon sonras1 5 dpi toplanan dPA83-E 6rneklerinin western blot analizi
sonucunda oda sicakliginda yaklasik 18-22 °C kurutulmaya birakilmigtir. Ortalama
degerleri alinarak kurutma sonucunda yaklasik yas agirhigin % 8-13 arasinda kaldig
tespit edilmistir. Ortalama agirlik kaybinin % 80 1 kurutulmaya birakildiktan 96 saat
igerisinde kaybetmeye baslamistir. Yas yapraklardan belli donem araliklarinda gramajlari
alinan &rnekler % 0,05 triton X-100 ile ezilerek nem ve aktiflik degerleri western blot
degerlendirilmistir. Deneyin dogrulugu ve yontemlerin faydaligi i¢in belli gramajlarda
farkl1 zamanda kurutulmus infiltre yapraklarda degerlendirilmistir. Kurutulan 6rnekler
yaklagik olarak 21 giinde tamamen toz haline getirilmistir. Bu islem steril bir havan ve
havaneli araciligiyla yapilmistir. Toz haline getirilen 6rnekler homojen bir dagilim
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sergileyene kadar islem devam etmistir. Toz haldeki 6rnekler tartilip agirliklar kayit
altina alinmistir. Temiz bir 50 ml steril bir falkona koyularak oda sicakligin da muhafaza
edilmistir bu islemlerin tamami hem dPA83-E hem de pGR-MQ: i¢in ayr1 ayr
tekrarlanmistir. Toz haldeki ornekler belli araliklarla western blot analizleri yapilarak
aktiflikleri kontrol edilmistir. Bu islem sirasinda TRITON X-100 ezme ve 1X PBS ile
¢Oziindiirme islemleri yapilarak analizler gerceklestirilmistir. Bu analizler ortamin
sicaklik etkisi, ¢oziicii yogunlugu, ezme ve ¢ozdiirme farkli kimyalarla etkilesim, suyla
¢Oziinme degerlerinin de hesaplanmasi ile degerlendirilmistir.

Not: Stabilizasyon c¢alismalarin tamami yapraklar kurutulduktan ve toz haline
getirildikten sonra yapilmistir. dPA83-E 07.01.2019 tarihli ve pGR-MQ2, 07.01.19 tarihli
tozlardan ve sekil. 4.6 daki ¢alismada kullanilan toz haldeki 6rnek 07.01.2019 dPA83-
E’dir. Sadece 4.1°deki deneyde yas yaprak kullanilmistir. Diger deneylerde toz halde
ornekler kullanilmustir.

3.7. Stabilizasyon Degerlendirmesi

dPAB83-E ve pgr-MQ>, eppendorf tiiplerine alikotlandi ve 37 ° C'de veya oda
sicakliginda 22-26 ° C'de belli saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan hemen 6ncesinde ve
sonrasinda numuneler SDS yiikleme boyast ile karigtirildi. Numuneler, SDS-PAGE veya
western blot ile analize kadar -20 ° C'de dondurulmus olarak saklandi.

Orneklerin hazirlanmasi; Daha 6nceden kurutulmus 5,65 gram 07.01.2019 tarihli
dPA83-E ornekten steril bir eppendorfa 0,05 mg tartilip tizerine 650 pl 1X PBS eklenip
yaklagik 3-5 dakika vorteks yapildi, daha sonra +4 derecede yaklasik 30 dakika bekletildi.
Tekrardan birkag dakika vorteks yapildi. Ornek 10 000 xg de 7.30 dakika 4 ° C santrifiij
yapildi. Ustteki siipernatant kismi yeni bir tiipe alind1 ve deney i¢in 6rnek hazirlandi.
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4. TARTISMA VE BULGULAR
4.1. N. benthamiana Bitkisinde pGR-MQ:2 ve dPA83-E Proteini Uretimi

Glikosile edilmis pp-PA83'in, in vivo deglikozile edilmis pp-PA83 proteininin
(pp-dPA83) ve mutasyona ugramis PA83 (PA83M-D) versiyonlari, protein iiretimini
saglamak amaciyla materyal-metot kisminda anlatildigi gibi manuel olarak enjektor
yardimiyla bitkiye infiltre edildi.

Infiltre edilmis olan bitkiler, kontrollii sartlarda bitki biiyiitme odasinda gdzetim
altinda buyitiildii.

Bitki yapraklar1 infitrasyondan bes gilin sonra toplanarak ezme yontemiyle
ekstraksiyon yapildi. Olusan numunelerden protein iiretimi basarili olup olmadigim
gozlemlemek igin western blot yapilmstir.

S 1 2 3 4

Sekil. 4.1. pGR MQ2 ve PA83-E N. benthamiana ekstraksiyonu western blot goriintiisii.
MQ: ve pGR dPA83-E Bitki yapraklari infitrasyondan bes giin sonra toplanarak ekstrakte

edildi Western blot goriintiisii. S. Standart 1,2. dPA83-E 3,4. pGR MQ: Bitki yapraklari
infitrasyondan bes giin sonra toplanarak ekstrakte edildi. Orneklerde protein iiretiminin
olup olmadigim gézlemlemek amaciyla western blot analizi yapild. Infiltrasyon sonrasi
yapilan western blot ¢alismasinda elde edilen bantlar kullanilabilir diizeyde proteine sahip
oldugu gozlemlenmistir.
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4.2. Kurutulmus dPA83-E ve pGR-MQ: Orneklerinin Western Blot Goriintiisii

23y 4 5 6 7 89 101 1213 M4 I5

Sekil. 4.2. Kurutulmus dPA83-E ve pGR-MQ2 6rneklerinin western blot goriintiisii
1: APA standart 25 ng. 2: APA standart 50 ng. 3: APA standart 100 ng. 4: dPA83-E non

stipernatant dilute 5: dPA83-E siipernatant 1/5 1X SDS 6: dPA83-E siipernatant 1/10 1X SDS 7:
dPAB83-E pellet non-dilute 5X SDS 8: dPA83-E pellet 1/5 1X SDS 9: dPA83-E pellet 1/10 1X
SDS 10: PGR-MQ; pellet non-dilute 5X SDS 11: PGR-MQ: pellet 1/5 1X SDS 12: PGR-MQ:
pellet 1/10 1X SDS 13: PGR-MQ: siipernatant non-dilute 5X SDS 14: PGR-MQ: siipernatant 1/5
1X SDS. 15: PGR-MQ: siipernatant 1/10 1X SDS.

Orneklerin hazirlanmasi; Kurutulmus 0,100 mg. dPA83-E ve pGR-MQ2
numuneleri kontrol amagli TRITON X-100 ile ezilerek 13 000 xg de 5 dakika +4 °C
santrifiij edildi. Sonra Siipernatant yeni bir tiipe alinarak pellet kismi 1,5X SDS ile 5
dakika 100 °C kaynatildi. Sonra 10 000 xg de 5 dakika santrifiij yapildi. siipernatant
kismi (pelletdeki kalintiy1 ng olarak hesaplamak i¢in) western blot i¢cin kuyucuklara belli
seyretmeler yapilarak 10 pl yiiklendi.

Infiltrasyon sonrasi yapilan western blot caligmasinda elde edilen bantlar
kullanilabilir diizeyde protein ekpresyonunun oldugu gézlemlenmis ve bu yapraklarin
materyal ve metotta anlatildig1 gibi kurutulmus yapraklardaki protein seviyesi beklenti
dogrultusunda ger¢eklesmistir.

4.3. Farkh Sicaklik Degerlerinin Kurutulmus dPA83-E Uzerindeki Etkisi

PA83'iin varyantinin kararlilik degerlendirmesi glikosile edilmis pp-PA83'iin, in
vivo deglikozile edilmis pp-PA83 proteininin (pp-dPAS83) versiyonunun 37 ° C'de ve oda
sicakliginda inkiibasyondan sonra yapilan western blot uygulamasinda dnceki yillardaki
calismalarla yakin sonuglar alindi.

Western blot ile yapilan analizi pp-dPA83-E sadece 37 ° C'de yaklasik olarak 3
kat oraninda stabilite azalma gosterdi ama oda sicakliginda inkiibasyondan sonra stabil
gorliniiyordu.
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Sekil. 4.3. Farkli sicaklik degerlerinin kurutulmus dPA83-E {izerindeki etkisi:

1: dPA83-E STANDART 10 ng, 2: dPA83-E STANDART 100 ng, 3: Oda sicakligi 30
dakika 4: Oda sicakligi 1 saat 5: Oda sicakligi 2 saat dPA83-E 6: 37 °C dPA83-E 30
dakika 7: 37 °C 1 saat, dPA83-E 8: 37 °C 2 saat dPA83-E

Orneklerin hazirlanmasi; Daha 6nceden kurutulmus 5,65 gram 07.01.2019 tarihli
dPAB83-E ornekten steril bir eppendorfa 0,05 mg tartilip tizerine 650 pl 1X PBS eklenip
yaklasik 3-5 dakika vorteks yapildi, daha sonra +4 derecede yaklagik 30 dakika bekletildi.
Tekrardan birkag dakika vorteks yapildi. Ornek 10 000 xg de 7.30 dakika 4 °C santrifiij
yapildi. Ustteki siipernatant kismi yeni bir tiipe alindi ve deney igin 6rnek hazirlandi.
Numune ti¢ farkli ependorf tiip icerisine 50 pl konuldu hem oda sicakligr yaklasik 18-22
°C hem de 37 °C igin toplam alt1 adet numune hazirlanmigtir. Numuneler 30 dakika, 1
saat, 2 saat, olmak {izere her iki sicaklik da denenmistir.

Cizelge. 1. Farkli sicaklik degerlerinin kurutulmus dPA83-E iizerindeki etkisi

piksel *1000 ng
2 31,13 100,00
3 15,42 49,54
4 13,10 42,09
5 12,58 40,42
6 4,18 13,42
7 1,69 5,42
8 5,05 16,23

ImageJ ij152-win-java8 programi kullanilarak hesaplamalar yapildi.

Calismada elde edilen sonuglarda sicaklik etkisinin stabilizasyon degerlerinde
negatif yonde etkiledigi dPA83-E proteini i¢in anlasilmistir.
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4.4, Kurutulmus dPA83-E’nin ve Cozdiirme Sonrasi1 Oda Sicakhginda
Stabilizasyon Degerlendirilmesi

Orneklerin hazirlanmasi; Protein standartlar1 olarak APA — E kullanildi. Kontrol
amagli dPA83-E ve pGR-MQ2 kullanildi. Bitkide iiretilen kurutulmus dPA83-E
numunesi 4 farkli steril eppendorfa 0,100 mg tartilarak tizerine 1 ml 1X PBS eklendi 30
dakika, 1 saat, 2 saat, 5 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi (11. 10. 9. 8. Numarali
ornekler). 07.01 2019 tarihli kurutulmus dPA83-E numuneden 0,100 mg tartilarak
tizerine 1 ml 1X PBS eklendi ve oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Sonra 13 000 xg
de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant kisminda 4 farkli steril eppendorfa 50 pl
alinarak 1 saat, 2 saat, 3 saat ve 5 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakild1 (15. 14. 13.
12. Numarali 6rnekler). Biitiin numunelerden 40 pl alinarak tizerine 10 pl 5X SDS eklenip
100 °C 5 dakika kaynatilarak western blot i¢in 10 pl kuyucuklara yiiklendi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Sekil. 4.4. Kurutulmus dPA83-E numunesinin ¢6zdiirme ve ¢6zdiirme sonrasi oda
sicakliginda stabilizasyon degerlendirilmesi:

1: Standart APA 25 ng 2: Standart APA 50 ng 3: Standart APA 100 ng 4: Infiltrasyon
kontrol dPA83-E 5: Infiltrasyon kontrol dPA83-E 6: Infiltrasyon kontrol MQ, 7:
Infiltrasyon kontrol MQ; 8: dPA83-E 100 mg + 1 ml 1X PBS 5 saat 9: dPA83-E 100
mg + 1 ml 1X PBS 2 saat 10: dPA83-E 100 mg + 1ml 1X PBS 1 saat 11: dPA83-E 100
mg + 1ml 1X PBS 30 dakika 12: dPA83-E 50 ul 5 saat 13: dPA83-E 50 ul 3 saat 14:
dPAS83-E 50 ul 2 saat 15: dPA83-E 50 pl 1saat

Yapilan bu ¢alisma sonucunda kurutulmus 6rneklerin stabilizasyon sonuglarinda
normal saflagtirma kosullarinda oldugu gibi stabilizasyon degerleri istenilen yonde
olusmakta olup ayrica siiziintii kismin siipernatant kismi da ayni sonuglara paralellik
gostermektedir.

Sonuglar degerlendirilirken zamana bagli olarak toplam nano gram cinsinden
kayiplar benzer sonuglara isaret etmektedir. Kurutulmus N. benthamiana yapraklarindaki
dPA83-E ile saf proteinle yapilan stabilizasyon sonuglartyla kiyaslamalarda olumlu ve
stabil sonuclar vermektedir.

Bu ¢alismada belirtildigi gibi sonuglar Mamedov vd. ‘nin 2016. yilindaki yapmis
oldugu calisma referans alinmstir.
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4.5. Termal-Stabilizasyon Degerlendirme

15 dakika boyunca farkli sicakliklarda deglikozile proteinler inkiibe edildi ve daha
sonra proteinler western blot yapildi. Bekleme siiresi aralarinda 6rnekler -20 de bekletildi.
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Sekil. 4.5. Termal- Stabilizasyon degerlendirmeleri dPA83-E in vivo deglikozile
proteinin 07.01.2019 tarihli kurutulmus yaprak numunelerinde baslangig, 35 °C, 45 °C,
55°C, 65°C, 75°C, 85°C’de termal-stabilizasyon ¢alismasinin Western Blot goriintiisii.

Cizelge. 2. dPA83-E Termal-Stabilizasyon

°C ng
Baslangi¢ 15,7
Baslangi¢ 15,67
35 23,97
35 22,95
45 7,26
45 7,89
55 8,71
55 4,92
65 6,62
65 3,51
75 3,14
75 2,15
85 3,07
85 0,33

Bu calismada kullanilan 6rnek miktar1 150 pl olup iizerine 60 pl 1X PBS
eklenmistir. Toplam hacim 210 pl olup 7 farkli steril eppendorfa 30 pl ayrilmis ve
yukarda belirtilen sicakliklara etiketlendirildi ve termal stabilizasyon ¢alismasi
yapilmistir. Ornekler ikiser tekrar yiiklenmistir.

Ornekler yaklasik olarak 55-65 derece arasinda yarilanma dmrii gdstermistir.
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4.6. Iki Farkh Tarihte Kurutulmus dPA83-E Yapraklarda Farkh Coziicii
Ortamlarda ve Ezme Yonteminde Sonuclarin Degerlendirilmesi

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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Sekil. 4.6. iki farkli tarihte kurutulmus dPA83-E yapraklarda farkli ¢oziicii ortamlarda ve

ezme yonteminde sonuglarin degerlendirilmesi;
1: Marker, 2: dPA83-E STANDART 10 ng, 3: dPA83-E STANDART 25 ng 4: dPA83-

E STANDART 50 ng, 5: dPA83-E STANDART 100 ng 6: Triton-X100 07.01.2019
dPA83-E, 7: Triton-X100 19.06.2019 dPA83-E, 8: Kontrol, 9: ddH.0 07.01.2019
dPA83-E, 10: ddH20 19.06.2019 dPAS83-E 11: 1X PBS 07.01.2019 dPA83-E, 12: 1X
PBS 19.06.2019 dPA83-E, 13: Bos, 14: Kontrol

Orneklerin  hazirlanmasi:  07.01.2019 dPA83-E, ve 19.06.2019 dPAS83-E,
numunelerinden 0,05 mg tartildi havan da 650 pl 0,05 % 0,05 triton X100 ile ezildi olusan
numune steril bir eppendorfa alindi bu islem her iki 6rnek i¢inde ayri ayri yapilmistir.
Daha sonra numune 30 dakika buz tizerinde bekletildi ve sonra 10 000 xg de 7.30 dakika
+4 O C’de santrifiij edildi. Siipernatant kism1 alinip deneyde kullanilmak iizere 20 ul 1X
PBS iizerine 20 ul numune iizerine 10 pl 5X SDS laemmli buffer eklenip 100 °C 5 dakika
kaynatild1 ve western kuyucuklarina 10 pl yiiklendi. Daha 6nceden kurutulan dPA83-E
ornekten steril bir eppendorfa 0,05 mg tartilip tizerine 650 ul 1X PBS eklenip yaklasik
3-5 dakika vorteks yapildi, daha sonra +4 derecede yaklasik 30 dakika bekletildi.
Tekrardan birkac dakika vorteks yapildi. Ornek 10 000xg de 7.30 dakika +4 ° C *de
santrifiij yapildi. Ustteki siipernatant kism1 yeni bir tiipe alindi. Daha énceden kurutulan
dPAB83-E o6rnekten steril bir eppendorfa 0,05 mg tartilip iizerine 650 pl ddH20 eklenip
yaklasik 3-5 dakika vorteks yapildi, daha sonra +4 derecede yaklasik 30 dakika bekletildi.
Tekrardan birkag dakika vorteks yapildi. Ornek 10 000 xg de +4 °C’de 7.30 dakika
santrifiij yapildi. Ustteki siipernatant kismi yeni bir tiipe alindi. Ornekler Western blot
i¢in hazirlandi.

Kurutulan N. benthamiana yapragindaki dPA83-E kurutulmasiyla yapraktaki
protein degerinin nasil etkilendigi; TRITON X-100 ile sonuglarinda aktif oldugu ve 1X
PBS ¢alismasinda da aktifligi bir kez daha gostermektedir. Ayrica N. benthamiana bitkisi
tizerinde kurutulmus PA koruyucu antijeni dPA83-E dogal ¢oziicii olarak su ortaminda
yiiksek oranda ¢oziiniirliigii oldugu net bir sekilde gosterilmektedir. Bu calismada
kullandigimiz dPA83-E nin iki farkli infiltrasyon {irliniinde kurutularak bir nevi kontrol
olmas1 amaciyla yapilmstir.
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Cizelge. 3. ki farkl tarihte kurutulmus dPA83-E yapraklarda farkli ¢dziicii ortamlarda
ve ezme yonteminde sonuglarin degerlendirilmesi

TRITON X-100 ddH20 1X PBS

dPA83-E 07.01.2019 26,26

dPA83-E 07.01.2019 14.38

dPAB83-E 07.01.2019 14.6
dPA83-E 19.06.2019 45,72

dPA83-E 19.06.2019 10.02

dPAB83-E 19.06.2019 12.29

Nano gram

TRITON X-100 ile yapilan ¢alisma % 50 ornek % 50 1X PBS olarak
seyreltilmistir. Amaclanan bantlarda kaymalar ve tagsmalar1 6nlemek i¢in, ddH,O ve 1X
PBS ¢alismasinda 6rneklerde her hangi bir seyretme yapilmamuistir.

4.7. dPA83-E ve pGR-MQ2 Ornekleri Stabilizasyon Sonuglarinin SDS PAGE
Degerlendirmesi

MARKER dPAS83-E dPAi83-E Mle
| |

Sekil 4.7. dPA83-E ve pGR-MQ2 Ornekleri stabilizasyon sonuglarinin SDS PAGE
degerlendirmesi dPA83-E numunesinde iki tekrar olarak markerdan sonra baslangi¢ ve
bir saatlik stabilizasyon 6rnekleri 10 ul yiiklenmistir. pPGR-MQ2 numunesinden iki tekrar
olarak baslangi¢ 6rnegi 10 pl yiiklenmistir.

dPAB83-E ve pGR-MQ: N. benthamiana bitkisi tizerinde kurutulmus olarak
¢ozdiirme yontemiyle yapilan stabilizasyon degerlerinden elde edilen sonuglarin SDS
PAGE degerlendirmesi i¢in ¢6ziinme miktar1 protein konsantrasyonu yetersiz kalmistir.

Ayn1 Orneklerin western blot sonuglarinda ideal bantlar alinmistir. SDS PAGE
yapilis1t materyal ve metot kisminda anlatildigr gibi yapilmastir.
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4.8. MQ 2 Stabilizasyon Western Blot Degerlendirmesi

Oda sicakliginda deney; baslangig, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 Saat, 8 saat olmak {izere
ornekler 40 ul halinde hazirlandi. Siiresi biten 6rnekler tizerine 10 ul 5X SDS konularak
-20 ye kaldirildi. Sonra western blot yapildi.

Standart — baglangic 1 saat  2saat  4saat 6 saal 8 saat

NE S

83 kDa —s ' Y Y L A

Sekil. 4.8. MQ ;> Stabilizasyon. Oda sicakliginda baslangig, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6saat, 8
saat olmak tizere drnekler 40 ul halinde hazirlandi. Siiresi biten 6rnekler tizerine 10 pl 5X
SDS konularak -20 ye kaldirildi. Sonra western blot yapildi.

Western blot materyal ve metotta (3.5.) anlatildig1 gibi yapilda.

Cizelge. 4. MQ 2 Stabilizasyon

Zaman Piksel ng
Standart 100 ng | 53197,19 100
Baslangic 23547,44 44
Baslangic 24313,99 46
1 Saat 20503,73 39

1 Saat 21913,39 41

2 Saat 26837,94 50
2 Saat 28134,48 53
4 Saat 16377,71 31
4 Saat 15289,71 29
6 Saat 13801,88 26
6 Saat 12151,52 23
8 Saat 9132,28 17
8 Saat 6753,25 13

Kurutulmus pGR-MQ> yar1 6mrii yaklasik olarak 6,13 saat bulunmustur.
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Cizelge. 5. MQ > Stabilizasyon

|V|Q 2 stabilite

70

60

53
50 50
44 46

41
40 39

ng

30 31 29

26
23
20
17

13
10

Kurutulmus pGR-MQ2 Oda sicakliginda baslangic, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6saat, 8 saat
olmak iizere. Istenilen yarilanma siiresi gerceklesmistir.

4.9. dPA83-E Oda Sicakhginda Stabilizasyonu

Standart ~ baslangic Isaat 2saat dsaat  Gsaat 8§ saat

L ALLLLL

i — ' .'......"‘v

Sekil. 4.9. dPA83-E Stabilizasyon

Oda sicakliginda baslangig, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6saat, 8 saat olmak iizere 6rnekler 40 pl
halinde hazirlandi. Siiresi biten Ornekler tizerine 10 pl 5X SDS konularak -20 ye
kaldirildi. Sonra western blot yapildi.

Western blot materyal ve metotta (3.5.) anlatildig1 gibi yapildi.
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Cizelge. 6. dPA83-E Stabilizasyon

Zaman piksel ng
Standart 100 ng | 53394 100
Baslangic 14951 28

Baslangic 15134 | 28,34

1 saat 20680 | 38,73

1 saat 20669 | 38,71

2 saat 10360 19,4

2 saat 9240 17,3

4 saat 10352 | 19,39

4 saat 10858 | 20,34

6 saat 18300 | 34,27

6 saat 20124 | 37,69

8 saat 13077 | 24,49

8 saat 10995 | 20,59

Yapilan ¢alismada dPA83-E oda sicakliginda yapilan baslangig, 1 saat, 2 saat, 4 saat,
6saat, 8 saat olmak tizere deneme yapilmistir. Sonug olarak dPA83-E oda sicakliginda
daha uzun siirelerde ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

4.10. dPA83-E ve MQ:2 Yaklasik Toplam Proteinler

dPAB83-E pGR-MQ: 6rnekleri N. benthamiana bitkisi iizerinde kurutulmus PA
koruyucu antijeni mutantlarinin ¢6zdiirme yontemiyle olusan degerlerinden elde edilen
sonuglarin, Gergek toplam kurutulmus yaprak ve ortalama 1 kg’da elde edilmesi
olasiliklar1 degerlendirilmistir.

4.10.1. MQ2zToplam Protein

Daha onceden pGR-MQ2 &rnekleri N. benthamiana bitkisi tizerinde kurutulmus
PA mutantinin ¢ozdiirme yontemiyle olusan degerlerinden yola ¢ikilarak elde edilen
sonuglarin total kurutulmus yaprak ve ortalama 1 kg’da elde edilmesi olasiliklari
degerlendirilmistir.

Degerlendirme stabilizasyon o6rneklerinde kullanilan bantlarindan baslangig
bandi referans olarak kabul edildi ve uygulanan matematiksel islemler ifade edilmistir.
Orneklerin degerlendirilmesi imagej ij5 programinda degerlendirildi. Program da daha
onceki oda sicakligin da kullanilan western blot sonuclar1 kullanildi.

Elde edilen piksel degerleri standart bandimizla olusan deger referans kabul edildi
diger veriler bu sonuca gore yorumlandi. Sonug olarak, baslangi¢ 6rnegin referans olarak
kabul edildi baslangigta 44 ng protein tespit edildi.
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Hesaplama 8 pl de 44 ng protein varsa 1 ul de 5,5 ng dir. Ornek hazirlanirken
0,100 gram MQ: toz haldeki 6rnegin tizerine 900 pul 1X PBS eklendi; 5,5x 900 : 4950
ng total protein vardir. Toplam kurutulmus yaprak 6,020 gram toz halde oda esittir; 6020
mg’dir.

Standart baglangig 1 saat

|
i I e [

83 kDa —s ' Y X X

Sekil. 4.10.1. MQ: toplam proteini hesaplamadaki kullanilan bant
Western blot kuyusuna 8 pl 6rnek ve tizerine 2 pl 5XSDS eklendi ve toplam 10 pul 6rnek

yiiklendi olusan bantta 44 ng protein hesaplandi.
100 mg da 4950 ng ise 6020 mg de 297990 ng MQ2 vardir. 6 gram 0,3 mg dir.

e 1gramda 0,05 mg pGR-MQ2 protein
e 6 gramda 0,3 mg pGR-MQ?2 protein
e 1kgda50mgpGR-MQ2 protein (Eger 1 kg yapilsaydi).

4.10.2. dPA83-E Toplam Protein

Daha onceden dPA83-E ornekleri N. benthamiana bitkisi lizerinde kurutulmus
dPA83-E ¢ozdiirme yontemiyle olusan degerlerinden yola c¢ikilarak elde edilen
sonuglarin total kurutulmus yaprak ve ortalama 1 kg’da elde edilmesi olasiliklart
degerlendirilmistir.

Bu dogrultuda yapilan stabilizasyon o&rneklerinde kullanilan bantlarindan
baslangi¢ bandi referans olarak kabul edildi ve uygulanan matematiksel islemler asagida
ifade edilmistir.

Orneklerin degerlendirilmesi imagej ij5 programinda degerlendirildi. Baslangig
ornegini referans olarak kabul edildi baslangicta 28 ng protein tespit edildi. Yapilan
stabilizasyon o6rneklerinde ve uygulanan matematiksel islemler ifade edilmistir.
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Standart baglangic 1 saat

L
)

83kDa —> ' ....

Sekil. 4.10.2. dPA83-E toplam proteini hesaplamadaki kullanilan bant
Kurutulmug dPA83-E ¢ozdiirme yontemiyle olusan siizlintiiden protein hesaplayabilmek
icin baglangi¢ bandi referans olarak kullanilmistir.

Western blot kuyusuna 8 ul 6rnek ve tizerine 2 pul 5XSDS eklendi ve toplam 10 pl
ornek yiiklendi olusan bantta 28 ng protein hesaplandi hesaplama 8 ul de 28 ng protein
varsa 1 pl de 3,5 ng dir. Ornek hazirlanirken 0,06 gram dPA83-E (07.01.2019) toz haldeki
ornegin tizerine 540 pul 1X PBS eklendi; 3,5 x 540 : 1890 ng total protein vardir. Toplam
kuruttugum yaprak 5,650 gram toz halde oda esittir; 5650 mg

60 mg da 1890 ng ise 5650 mg de 177975 ng dir. dPA83-E vardir; 0,177 mg dir.

e 1 gram da 0,032 mg dPA83-E protein
e 5,65gramda 0,177 mg dPA83-E protein
e 1kgda32mgdPA83-E protein vardir. (Eger 1 kg yapilsaydi).

Yapilan bu c¢alismada N. benthamiana bitkisi {izerinde kurutulmus dPAS83-E
¢ozdiirme yontemiyle olusan degerlerinden yola ¢ikilarak elde edilen sonuglarin total
kurutulmugs yaprak ve ortalama 1 kg’da elde edilmesi olasiliklar1 degerlendirilmistir.

Bu dogrultuda yapilan stabilizasyon orneklerinde kullanilan bantlarindan baslangig
band1 referans olarak kabul edildi. Uygulanan matematiksel islemler ifade edilmistir.
Orneklerin degerlendirilmesi imagej ij5 programinda degerlendirildi. Programda referans
deger olarak 100 ng stardart bant referans alinmistir.

Olasi yapilacak yiiksek miktarli ¢oziindiirmelerde elde edilmesi gereken miktarlarin
hangi dogrultuda olusacagi hesaplanmig olmakta ve saflastirma Yyapilmadan
kullanilabilecek degerleri belirlenmistir.

Bu calisma ¢6ziinen ve c¢oziicliniin ortamina bagli olarak degisebilir. Ayrica
kullanilan toz haldeki kurutulmus yaprak miktar1 her hangi bir degerde olabilir. Bu
deneyde kiiciik miktarlar da 0,6-0,1 mg gibi degerler sonug i¢in yeterli olmustur.
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4.11. Benzer kosullarda, Farkli Nem Degerleri Ile Kuru Yapraklarin

Degerlendirilmesi

Cizelge. 7. Benzer Kosullarda, Farkli Nem Degerleri Ile Kuru Yapraklarin

Degerlendirilmesi
11.3.2020 |16.3.2020]19.3.2020|27.3.2020 Toz Net kuru
< 9 Nem
net yas agirhik | 1. tartim | 2. tartim | 3. tartim | Agirhik Oran
10,02 1,18 - - 1,05 12
10,02 0,955 0,8602 0,8806 - -
9,5 0,9153 0,8534 0,8771 -
10 1,025 - - 0,9 10
10,02 0,9573 0,8859 9030 - 0
Gram Gram Gram Gram

S. AKBURU

Yapilan ¢alismada elde edilen toz maddenin en ideal nem degerlerinde hangi
aralikta oldugunu anlamak icin yukardaki ¢izelge olusturulmustur. Ortalama olarak nem
degeri yaklasik %10 civari iken toz daha homojen bir yapiya kavugmaktadir.

Sekil. 4.11. Uygulama asamalar1

N. benthamiana bitkisi iizerinde kurutulmus dPA83-E kuru madde agirlik ve
ortalama nem degerlerinin kurutulan dPA83-E {izerindeki etkisini anlamak. Bu ¢aligmada
yorumlamak i¢in yukarida tabloda olusan degerlerinden yola ¢ikilarak elde edilen
sonuglarin toplam Kurutulmus yaprak ve kurutulan dPA83-E protein ifadesi oran1 veya
yiizdesini degerlendirilmesi i¢in ve daha sonraki c¢alismalarda kullanma amagh
yapilmustir.

Oda sicakliginda yaklasik olarak 22-26 derecede bekletme siiresi uzatilmis olsa
da ortalama agirliginda herhangi biiyiik bir deger olusmadigi gdézlemlendi. Bununla
beraber ortalama nem degerleri % 9-12 arasinda olusmaktadir. Yaptigimiz deneyler
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sonucunda kurutma igleminin oransal olarak, oda sicakliginda 96 saat civart nem kaybinin
fazla oldugu degerlendirildi.
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5. SONUC

Sarbona kars1 etkili ve koruyucu, uzun omiirlii bir as1 stratejisi gelistirilmesi
hedeflenerek PA antijeninin bitki ekspresyon sistemlerin de iiretilmesi bitkiler, memeli
patojenlerini barindirmadiklari i¢in ekonomik ve olgeklenebilirlik avantajlart kullanim
icin dikkate degerdir. Ek olarak, bitki hiicreleri, memeli hiicrelerinde bulunanlara yiiksek
oranda benzer olan N-bagh glikosilasyon icermek iizere hedef proteinlerin okaryotik
post-translasyonel modifikasyonlarini olusturur ve rekombinant protein iiretimi igin
avantajlidir.

Bu calismada bir takim uygulamalarin kullanilmakta olan saflastirmadan farkl
olarak; kurutulmus yapraklardan elde edilen siiziintiilerle degerlendirmeler yapilmstir.

Bu c¢alismada kullanilan karakterizasyon ve stabilizasyon degerlendirmelerini
proteini saflastirmadan ve derin dondurucu da muhafaza etmeden yapilan ¢aligmalarin
sonuclar1 daha onceki yillarda yapilmis ve devam etmekte olan saflagtirilmis PAS3
mutantlartyla kiyaslandi. Ve diger bir¢cok farkli asamalara farkli bir bakis acisiyla
yaklastigimiz bu ¢alismada elde ettigimiz degerlerin bir¢ok caligmaya referans nitelikte
sonuglar1 olmustur. Bunlardan bazilar1 bitki bazli iirettigimiz rekombinant protein
dPAB83-E’nin yiiksek oranda su gibi canli igin hayati dneme sahip bir ¢oziiciide ¢oziinmiis
olmasi. Farkli sicaklik degerlerindeki sonuclarin yiiksek oranda saflastirilan proteinle
ayni Ozellikler sergilemesi, ayrica saflastirmadan PA83’nin mutandi pGR-MQ2 da
yarilanma siiresi beklentinin {izerinde bir sonu¢ vermistir.

Ayrica siizlintii olarak kullandigimiz 6rneklerin stabilizasyon uygulamalarinda
beklenilen degerler de sonuglar vermesi, termal-stabilizasyon calismamizda yiiksek
oranda kararlilik sergilemesi ve daha Onceki saflastirilmis protein sonuglarina benzer
nitelikte sonuglar vermesi, uzun siire ve oda sicakliginda kurutulmus yapraklarin toz hale
getirilerek bekletilmesinde aktivite kayb1 yasamamasi gibi sonuglar elde edilmistir. Tiim
sonuclar incelendiginde, kurutulmus yapraklarda protein degerlerinin yaklasik 1 yildan
fazla stabil kaldig1 gosterilmistir.

Kullanilan yontemin saflagtirmaya alternatif olabilirligi asamasinda hayvan
deneyleri ve klinik calismalarla desteklenerek daha net sonuclarin ve degerlendirmelerin
yapilabilmesi i¢in hayati 6nem tagimaktadir.

Yapilan ¢aligmanin bir¢cok yonden yararlilig olabilir; infiltre haldeki yapraklarin
kurutularak daha uzun siire herhangi bir soguk hava deposu veya derin dondurucu
ihtiyacinin olmamasi, farkli amaglarla tasinabilirligi, mesafeler arasi tasimak gibi.
Yapilabilecek deneylerde zaman ve maddi kazang saglamasinin yaninda gelistirile bilirlik
konusunda ¢ok fazla avantajlara sahiptir.
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