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OZET

Nicotiana benthamiana bitkisinde G protein varyantlarinin miihendisligi, iiretimi,
karakterizasyonu ve hayvanlarda immiinojenisite calismalari

Gulshan Mammadova
Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Nedim MUTLU
Ocak 2022; 51 sayfa

Kuduz, merkezi sinir sistemini etkileyen ve nihayetinde beyin hastaligina ve
6lime yol acan kuduz viriisiiniin (Lyssavirus) neden oldugu viral bir hastaliktir. Kuduz
genellikle evcil kdpekler ve vahsi etcil hayvanlar arasinda genelikle 1sirik yoluyla bulasir.
Kuduz viriisii (RABV), merkezi sinir sistemini enfekte ederek beyinde hastaliga ve 6liime
neden olmaktadir. Kuduz hastaligi tedavi edilmezse %100 dliimciildiir ve sonugta diinya
capinda, Ozellikle gelismekte olan iilkelerdeki gocuklar arasinda yilda 70.000'den fazla
6liime neden olmakdadir. Kuduz as1 ile 6nlenebilir. Kuduza kars1 birkag insan ve hayvan
asist mevcut olmasina ragmen, bunlar yiiksek maliyetli ve nispeten diisiik
immiinojeniklige sahip ve ayrica iiretilmesi de zordur. Bu nedenle, biiyiik miktarlarda
tiretilebilen daha ucuz, daha immiinojenik ve giivenli kuduz asilarna acilen ihtiyag
duyulmaktadir. Gegici bitki ekspresyon sistemi, asilar, antikorlar, memeli kompleks
proteinleri dahil terapotik proteinler gibi ¢ok ¢esitli rekombinant proteinlerin ekspresyonu
icin daha ¢ekici ve umut verici bir platform haline gelisdirildi. Bu galigmada, Nicotiana
benthamiana bitkisinde ilk kez gegici ekspresyon sistemini kullanarak kuduz viriisiiniin
kesilmis bir glikoprotein (G proteini) varyantlarinin monomerik (RG2) ve trimerik (RG3)
formalarini tasarladik ve tretildi. Bitki tarafindan iiretilen RG2 ve RG3 proteinleri, Ni-
NTA kolon kromatografisiyle saflagtirildi. RG2 proteinin saflagtirma verimi ~32, RG3
proteinin saflastirma verimi ise ~ 20 mg/kg bitki yapragi olmustur. Immiinojenisite
caligmalariin sonuglari, bitkinin G-protein varyantlarinin iiretildigini, farelerde 6nemli
ol¢iide yiiksek antikor titrelerini ortaya ¢ikardigini gosterdi. 5 ug RG3 ile asilanan fareler,
ayn1 miktarda RG2 protein ile asilanan ile karsilastirildiginda daha yiiksek titreli antikor
ortaya ¢ikardi. Bitki tarafindan iiretilen G-protein varyantlari, uygun maliyetli, glivenli ve
yuksek oranda immiinojenik bir kuduz asis1 aday olabilecektir.

ANAHTAR KELIMELER: Alt birim asis1, G proteini, kuduz viriisii, rekombinant bitki
gecici ifade sistemi
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ABSTRACT

Engineering, production, characterization of G protein variants in Nicotiana
benthamiana and animal immunogenicity studies

Gulshan Mammadova
PhD Thesis, Department of Biotechnology
Adviser: Prof. Dr. Nedim MUTLU

January 2022; 51 pages

Rabies is a viral disease caused by the rabies virus (Lyssavirus) that affects the
central nervous system, ultimately leading to death and brain defects. Rabies usually
transmitted through a bite among domestic dogs and wild carnivorous animals. The rabies
virus (RABYV) infects the central nervous system causing disease in the brain and death.
Rabies is 100% fatal if untreated and ultimately causing more than 70,000 deaths annually
worldwide, especially among children in developing countries. Rabies can be prevented
by vaccination and can be cured immediately after infection. Although several human and
animal vaccines against rabies are available, they are expensive, have relatively low
immunogenicity and also difficult to produce. Therefore, less expensive, more
immunogenic and safe rabies vaccines that can be produced in the large quantities are
urgently needed. The transient plant expression system has become a more attractive and
promising platform for the expression of a wide range of recombinant proteins such as
vaccines, antibodies, therapeutic proteins, including mammalian complex proteins. In this
study, we engineered and produced truncated forms of glycoprotein (G protein) variants,
namly RG2 (monomoeric) and RG3 (trimeric) of rabies virus in Nicotiana benthamiana
plant for the first time, using transient expression system. Plant produced RG2 and RG
proteins were purified through Ni-NTA column chromatography. The purification yields
of RG2 was about ~32, the purification yield of RG3 was ~20 mg/ kg plant leaf. The
results of immunogenicity studies showed that the plant produced G-protein variants
elicited significantly high antibody titers in mice. Mice immunized with 5 pg of RG3
elicted higher titer antibody compared to that of RG2 immunized with the same amount
of protein. Plant-produced G-protein variants could be a cost-effective, safe and highly
immunogenic rabies vaccine candidate.

KEYWORDS: G protein, plant transient expression system, Rabies virus, subunits
vaccine
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AKADEMIK BEYAN

Doktora tezi olarak sundugum “Nicotiana benthamiana bitkisinde G protein
varyantlarinin mithendisligi, iiretimi, karakterizasyonu ve hayvanlarda immiinojenisite
caligmalar1” adli bu ¢alismanin akademik kurallar ve etik degerler ¢ergevesinde kaleme

alinmis oldugunu beyan ederim. Bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini bu tezde
belirttim.

Gulshan Mammadova
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler
°C : Derece santigrat
g : Gram
kDa : Kilodalton
kg : Kilogram
I . Litre
ug : Mikrogram
ul : Mikrolitre
mg : Miligram
ml . Mililitre
mM  : Milimolar
M : Molar

nm : Nanometre
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GIRIS G. MAMMADOVA

1. GIRIS

Kuduz Rhabdoviridae ailesi Lyssavirus genusunda yer alir zarfli bir RNA 1lduk¢aln
neden 1ldukg¢ bir hastaliktir. Kuduz Asya, Afrika, Kuzey ve Giliney Amerika ve bazi
Avrupa iilkeleri dahil olmak tizere diinyanin bir¢ok yerinde yaygindir. Gelismis iilkelerde
bulasict Kuduz viriisiiniin (RABV) yani sira diger lyssaviriislerin enfekte hayvanlarin
1sirmas1 yoluyla bulastig1 iyi bilinmektedir. Kuduz, yaklasik 100 tilkede goriilen ve
insanlar dahil bircok memeliyi etkileyen viral bir zoonozdur (Dietzschold vd.2005).
Kopekler, insan enfeksiyonlarinin ana kaynagidir (%99) ve 3,3 milyondan fazla insan
etkiler (Knobel vd. 2005). Kuduz tedavi edilmezse %100 &liimciildiir, her yil yaklagik
70.000 kisiyi oldiiriir, 6zellikle Asya ve Afrika tilkelerinin kirsal bolgelerindeki cocuklar
arasinda. Kuduz viriisii ile enfeksiyon, ciddi néronal disfonksiyona yol acar (Fletcher vd.
1998; Gillet vd. 1986; Dhingra vd. 2007; Davis vd. 2015. Kuduz as1 ile 6nlenebilir ve
enfeksiyondan hemen sonra as1 uygulanmasi konusunda llduk¢a basarilidir. Bununla
birlikte, klinik semptomlar ortaya ¢iktiktan sonra ¢ogu hasta enfeksiyondan dlmektedir
(Davis vd. 2015). Temel olarak kuduz hastaliginin 6nlemesi iki ana strateji ile
gerceklestirilebilir. TIk strateji, maruziyetten nce veya hemen sonra uygulandig: insan
asisidir. Ikinci strateji, insan vakalarinin %99’undan képekler sorumlu oldugu igin
viriisiin insanlara bulagmasini onleyebilen kopeklerin asilanmasidir.
(https://www.who.int/activities/human-rabies-prevention-and-management).

M protein

lipid bilayer membrane

helical nucleocapsid (RNA plus
N protein)

Sekil 1.1. Kuduz hastaligina neden olan Rhabdoviridae ailesi Lyssavirus genusunda yer
alan zarfli bir RNA viriisiiniin sematik temsili

Insan kullanimi i¢in mevcut kuduz insan diploid hiicre asisi, 1967°den beri
kullanimda olan inaktiftipte bir asidir ve Pitman-Moore viriisii susu L503’ten tiiretilen
ateniie tip bir asidir (Fletcher vd. 1998). Ayrica saflagtirilmis Vero hiicreli ve tavuk
embriyo hiicreli kuduz asilari da artik insan kullanimma sunulmustur. Ozellikle,
1960’larda ve 1970’lerde Wistar’in arastirmacilar tarafindan gelistirilen saflagtirilmis
Vero hiicreli kuduz asisi, RABV’nin zayiflatilmis Wistar susunu kullanir. Bu asilar,
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diinya capinda maruziyet Oncesi ve sonrasi profilaksi i¢in milyonlarca insan tarafindan
kullanilmaktadir. Kayda deger, inaktive ve ateniie asilar, canli viriislerden hazirlandiklari
icin giivenlik endiselerine sahiptir. Farkli iiretim teknolojileri ile {iretilmis nispeten
giivenli bagka asilar da vardir, 6zellikle hayvan hiicresinden iiretilen asilar mevcuttur.
Bununla birlikte, kiiltiirlenmis hayvan hiicrelerinde as1 iiretimi maliyeti ve iiretilmesi
zordur (Dhankhar vd. 2008; Freuling vd. 2008). Kuduz viriisiiniin tek sarmalli bir RNA
genomu, glikoprotein (G), fosfoprotein (P), niikleoprotein (N), matris proteini (M) ve
RNA’ya bagimlt RNA polimeraz enzimi (L) dahil olmak iizere bes tane viralyapisal
proteini kodlar (Macfarlan vd. 1986). RABV’nin ana antijeni olan glikoprotein G’nin
koruyucu bagisiklig indiikleyebildigi gosterilmistir (Schnell vd. 2010). Viriis nétralize
edici antikorlar i¢in ana hedef olarak gosterilen RABV’nin Glikoprotein G’si, RABV’nin
ylzeyinde homotrimerler formunu birlestirir ve bagisiklik tepkisini ortaya c¢ikarir
(Gaudin vd. 1992). Bu nedenle, calisilan rekombinant asi adaylarinin ¢ogu RABV G
proteinine dayanmaktadir. RABV nin rekombinant G proteini, farkli protein ekspresyon
sistemleri (Prehaud vd. 1989; Ashraf vd. 2005; Yokomizo vd. 2007; Ramya vd. 2011;
Huang vd. 2011; Koraka vd. 2014) kullanilarak eksprese edilmistir. G proteininin, tek
bir as1 dozundan sonra bile ko’eklerde, kedilerde ve farelerde yiiksek RABV’ye 0zgii
virlis notralize edici antikor titrelerini indiiklemek i¢in yeterli oldugu bildirilmistir (Yang
vd. 2014; Koraka vd. 2014).

= BEI S S E——
1424 991 805 1675

-
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Sekil 1.2. Kuduz viriisiinii genomunun yapist. Genom, N, P, M, G ve L olarak adlandirilan
5 proteini kodlar. N: niikleoprotein, P: fosfoprotein, M: matris proteini, G: glikoprotein,
L: RNA’ya bagimlit RNA polimeraz enzimi

Insanlar ve hayvanlar i¢in su anda mevcut olan kuduz asilar viriisiin etkin bir
sekilde kontrol edilmesini saglar, ancak bunlar ve bazilarinin, 6zellikle de inaktive
asilarin nispeten zayif immiinojenisitesi vardir (McGettigan vd. 2014; Huang vd. 2015).
Ek olarak, yeterli korumayi elde etmek i¢in yiiksek dozlarda antijen ve coklu
bagisiklamalara ihtiya¢ vardir. Bu nedenle maliyeti ucuz, daha giivenli ve daha
immiinojenik kuduz asilarina acilen ihtiya¢ duyulmaktadir. Su anda bakteri, maya,
memeli gibi ¢esitli ifade sistemleri gelistirilmistir ve ¢esitli rekombinant protein tiirlerinin
ifade edilmesi i¢in kullanilmaktadir. Bitki gegici gen ekspresyonu, 6zellikle eksprese
edilmesi zor proteinlerin iiretimi igin alternatif bir ekspresyon sistemi haline gelmistir
(Klimyuk vd. 2014; Margolin vd. 2020a; Mamedov vd. 2019a, 2019b, 2021a, 2021b). Bu
ekspresyon sistemi, diger ekspresyon platformlarina gore ¢esitli avantajlar sunar; 6rnegin,
bitkiler dkaryotik PTM (post-translasyonel modifikasyon) mekanizmalarina ve yiiksek
tiretim kapasitesine sahiptir. Bir haftadan kisa bir siire iginde, bir kilogram yaprak
biyokiitlesi basina ylizlerce miligram veya gram rekombinant protein birikir. Diger
avantajlar ise daha diisiik maliyet, kolay 6l¢eklenebilirlik ve endojen insan patojenlerinin

2
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olmamasi nedeniyle giivenliktir. Bu teknolojinin karmasik proteinlerin ekspresyonu i¢in
cok faydali oldugu kanitlanmistir. As1 antijenleri, terapotik insan proteinleri ve enzimler
gibi bitkilerde iiretilen baz1 farmasoétikler, klinik gelistirme asamalarina ¢oktan ulagsmustir.
Bu teknolojiyi kullanarak, sitma (Mamedov vd. 2019b), sarbon (Mamedov vd. 2016;
2017) ve SARS-CoV-2 antijenleri (Mamedov vd. 2021a, 2021b; Siriwattananon vd.
2021) gibi bir dizi as1 adayi ile insan Faktor IX ve Furin gibi terapétik proteinler
(Mamedov vd. 2019a) ve ayrica bakteri ve insan enzimleri (Mamedov vd. 2019a) N.
Benthamiana bitkisinde tiretilmistir. Son zamanlarda, bitki gecici ekspresyon sistemi
kullanilarak, SARS-CoV-2 enfeksiyonuna kars1 giiclii notralize edici aktiviteye sahip
RBD’ye 0zgii antikorlarin yiiksek titresini indiikleyen Reseptér Baglanma Alaninin
(RBD) glikozillenmis (gRBD) ve glikosillenmemis (dRBD) varyantlari, COVID-19’a
kars1 bir as1 aday1 olarak N. Benthamina bitkisinde basariyla tiretilmis olur. Bu nedenle,
bitki gecici ekspresyon platformu, kuduza kars: diisiik maliyetli, giivenli, stabil ve yiiksek
immiinojenik as1 tiretimi i¢in de ideal olacaktir. ERA kuduz viriisii G proteininin daha
once transgenik bitkilerde iiretildigi (McGarvey vd. 1995; Loza-Rubio vd. 2012), ancak
G proteininin ekspresyon seviyesinin ¢ok diisiik oldugu not edilmelidir. Ayn1 zamanda
rekombinant G proteini transgenik misirda da iiretildi (Loza-Rubio vd. 2012). Misir
bitkisinde oral bagisiklamadan sonra iiretilen rekombinant kuduz viriisii G proteini
koyunlarda koruyucu bir bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikardi (Loza-Rubio vd. 2012).

Bu caligsmada, kuduz viriisiine kars1 bir as1 aday1 olarak G proteininin (RG2,
monomerik) kesilmis bir formu tasarlanmis ve gecici ifade teknolojisi kullanilarak N.
Benthamiana bitkisinde ifade edilmistir. llave olarak, RG3 adi verilen G proteinin PR-1a
sinyal sekansindan sonra N-terminalinde yapay bir GCN4 bazli trimerizasyon alani olan
7-aa uzun baglayict (LIGGGG]I) ile G proteininin kesilmis versiyonu da N. Benthamiana
bitkisinde iretilmistir. RG2 (monomerik) ve RG3 (trimerik) antijen varyantlarinin N.
Benthamiana bitkisinde ekspresyonu ve iiretimi dogrulanir ve yiiksek diizeyde hizla
iretilebilecegini gosterilmekdedir. Ayrica farelerde yapilan immunojenesite ¢aligmalari,
RG2 ve RG3 proteinlerinin farelerde onemli Olglide yiiksek antikor titrelerini
indiikledigini géstermistir. Bu nedenle, bitki tarafindan tiretilen RG2 ve RG3 antijenleri,
Kuduz viriisiine karsi uygun maliyetli ve giivenli alt birim as1 olarak gelistirilme
potansiyeline sahiptir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Kuduz

Kuduz Latince’de ‘rabere’ ‘deli olmak’ anlamina gelir. Hastalik, medeniyetin ortaya
cikisindan beri bilinmektedir. Kuduzun ilk resmi belgeleri, MO. 23. Yiizyilda Babil’in
mozaik oncesi Eshmuna kodunda ortaya ¢ikmasina karsin 1880’lerde hastaligin nedeni
olarak bir viriisii tanimlayan kisi Louis Pasteur oldu. Kuduz asilarla 6nlenebilir bir viral
zoonoz olmasina ragmen, gelismekte olan tilkelerde hala 6nemli bir halk saglig1 sorunu
olmaya devam etmektedir. (Dietzschold vd. 2003; Kuzmin vd. 2005; Leung vd. 2007).
Kapsamli kontrol planlar1 ve halk saglig1 bilinglendirme programlarinin kiiresel ¢apta
genis ¢apl girisimlerine ve uygulanmasina ragmen, dliimlerin hala %95’inden fazlasi,
kopek kuduzunun enzootik oldugu Asya ve Afrika’da gerceklesmektedir (WHO 2013).
Hindistan’da her yil kuduz kdpek 1sirmasi sonucu yaklasik 20.000 insan 6liimii meydana
gelmektedir (Sudarshan vd. 2006). Insanda kuduz, ileri tedavi 6nlemlerine ragmen her
zaman Sliimciil bir hastalik olarak ortaya cikar. Insanlardaki 6liim oranlarina gére kuduz,
diinyada mevcut bulasici hastaliklar arasinda yedinci sirada yer almaktadir (Wyatt 2007).

2.2. Kuduz Asilan

Kuduz, diinya ¢apinda ciddi saglik sorunlarina ve insanlarda ve hayvanlarda ciddi
sinir hasarina neden olan zoonotik bir hastaliktir. Yukarida bahsedildigi gibi, kuduz
viriisic genomu, G proteini de dahil olmak iizere bes proteini kodlayan tek iplikli bir
RNA’dan olusur. G proteininin virlis noétralize edici antikorlar1 indiiklemede ve
intraserebral zorlamaya karsi koruma saglamada 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir.
RABYV glikoproteini bir trimerdir (Gaudin vd. 1992) ve homotrimer formunu viriisiin
veya enfekte olmus hiicrelerin yiizeyinde birlestirir. G glikoproteini, viriis notralize edici
antikorlarin baglanmasi i¢in bir hedef olarak gosterilmistir ve bu nedenle viriisiin baglica
antijenik belirleyicilerini barindirir. Bu nedenle, simdiye kadar incelenen rekombinant
aday asilarin cogu RABV-G proteinine dayanmaktadir. Su anda RABV’ye karsi
hazirlanan agilarin ¢ogu hayvan hiicrelerinde iretilmektedir (Starodubova vd. 2018;
Rupprecht vd. 2016). Bununla birlikte, bu tiir asilarin yiiksek maliyet, 6l¢eklenebilirlik,
giivenlik ve depolama ile baglantili birka¢ dezavantaji vardir. Halihazirda, protein bazli,
yeni nesil alt tinite asilari olarak adlandirilan ¢esitli as1 tiplerini eksprese etmek i¢in birkag
rekombinant ekspresyon sistemi gelistirilmis ve kullanilmigtir. Bocek hiicresi bazli
sistemler de kuduz viriisiiniin G proteininin tiretimi i¢in kullanilmistir (Prehaud vd. 1989;
Ramya vd. 2009). Bakuloviriis ekspresyon sisteminde iiretilen rekombinant G proteininin
farelerde immiinojenik oldugu gosterilmistir. Sf9 hiicrelerinden liretilmis ve saflastiriimig
G proteini ile immiinize edilmis fare serumlarinin, yiiksek viriis notralize edici antikor
titrelerine sahip oldugu bulunmustur. Ek olarak, rekombinant G proteini iireten Sf9
hiicreleri, viriilent intraserebral tehdit {izerine %100 koruma gostermistir (Ramya vd.
2011). Rekombinant G proteininin iiretimi i¢in bir diger ekspresyon sistemi olan maya
ekspresyon sistemi kullanilmistir, ancak muhtemelen maya hiicreleri yiiksek mannoz
glikosilasyonuna sahip oldugu i¢in bu sistem immiinojenik G proteini {iretimi i¢in uygun
goriilmemistir.

Kirk yildan fazla bir silire dnce gelistirilmelerinden bu yana, konsantre ve
saflagtirilmig hiicre kiiltiirii (CCV) ve embriyonlu yumurta bazli (EEV) kuduz asilarinin
(burada ortaklasa CCEEV’ler olarak anilacaktir) kuduzun 6nlenmesinde giivenli ve etkili
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ast olarak kullanilmistir. Bu asilar, temas etme profilaksinin yani sira temas sonrasi
profilaksi i¢in de tasarlanmistir ve diinya ¢apinda milyonlarca insana uygulanmustir.
Ozellikle Asya ve Latin Amerika’da, yiiksek kuduz riski altindaki popiilasyonlar, maruz
kalma profilaksi igin halen hayvan sinir dokularindan elde edilen kuduz asilarina
bagimlidir. Sinir dokusu asilari daha siddetli advers reaksiyonlara neden olur ve
CCEEV’lerden daha az immiinojeniktir; bu nedenle iiretimleri ve kullanimi DSO
tarafindan Onerilmemektedir. Afrika ve Asya’da, maruziyet sonrast kuduz profilaksisi
mevcut seviyesinde her yil yaklasik 272 000 6liimii 6nlemektedir (Knobel vd. 2005).

Hiicre kiiltiirii ve embriyonlu yumurta bazli asilar uluslararasi olarak mevcut olan
CCEEV’ler, insan diploid hiicreleri, fetal rhesus diploid hiicreleri, Vero hiicreleri (Afrika
yesil maymunundan bobrek hiicreleri), birincil Suriye hamsteri bobrek hiicreleri, civciv
embriyo hiicreleri veya embriyonlu oOrdek yumurtalarinda birincil gibi hiicre
substratlarinda tretilen kuduz viriisiinden olusur. (Plotkin vd. 2008). Civciv embriyo
hiicrelerine ve Vero hiicrelerine dayanan daha yakin zamanda gelistirilen asilar, insan
diploid hiicre asilarininkiyle karsilastirilabilir giivenlik ve etkinlik kayitlarina sahiptir ve
daha ucuzdur.

flgili hiicre kiiltiirlerinde (veya embriyonik yumurta), viral hiicreler konsantre
edilir, saflastirilir, inaktive edilir ve liyofilize edilir. Baz1 CCEEV ler, stabilizator olarak
insan alblimini veya islenmis jelatin igerir. Kas i¢i enjeksiyon i¢in ¢ok dozlu flakonlarda
kuduz asis1 saglanmaz. DSO tarafindan 6n yeterlilik verilen kuduz asilar, timerosal gibi
koruyucu maddeler icermez. Bu asilarin raf 6mrii +2°C ile +8°C arasinda muhafaza
edilmeleri ve giines 1s1¢indan korunmalari sartiyla 3 yildan fazladir. Birlikte verilen steril
seyreltici ile sulandirildiktan sonra, agilar hemen veya dogru sicaklikta tutulursa 6-8 saat
icinde kullanilmalidir. Tiim CELEB’ler, tek bir intramiiskiiler doz (as1 tipine bagli olarak,
sulandirildiktan sonra 0,5 ml veya 1,0 ml hacim) basina WHO tarafindan 6nerilen >2,5
IU potens ile uyumlu olmalidir.

Kuduz esas olarak bir hayvan hastaligidir. Enfekte olmus bir hayvanin 1sirmasiyla
insanlara kuduz bulasir. Kuduz viriisii merkezi sinir sistemini enfekte eder ve sonucta
beyinde hastaliga ve 6liime neden olur. Enfeksiyon, ¢ogunlukla Asya ve Afrika’da her
yil on binlerce insamin 6liimiine neden olur. Insanlardaki kuduz vakalarinm biiyiik
cogunlugunda kaynak kuduz képeklerdir. Gelismis tilkelerde kuduz, enfeksiyonun evcil
hayvanlara ve insanlara bulasabilecegi vahsi hayvanlarda bulunur (Rupprecht ve
Gibbons, 2004; WHO 2005, 2013). Kuduz, memelilerde 6liimciil ensefalite yol agan ve
semptomlar1 bir kez ortaya cikdiginda tedavi edilemez ise 6liimciil olan zoonotik bir
hastaliktir (Chernet ve Nejash, 2016).

2.3. Bitkilerde Ekspresyon Stratejileri

Bitkilerde yabanci proteinlerin iretimi i¢in farkli yaklagimlar vardir. Niikleer veya
plastid transformasyon ile gecici veya stabil olarak iiretilebilirler. ifade sistemi, kallus,
biitiin bir bitki veya bir bitki hiicresi siispansiyon kiiltiiri olabilir. (Desai vd. 2010).
Bitkiden tiiretilen terapotik proteinlerin ¢ogu, kararli doniistiiriilmiis transgenik bitkiler
tarafindan eksprese edilir ve niikleer transformasyon ile iretilir. Hedef gen, bitki
genomuna entegre edilir ve genellikle Agrobacterium tumefaciens kullanilir. Bitki
transformasyonunda, Agrobacterium bazli transformasyon sisteminin basitligi ve
ilgilenilen genin kesin transferi ve entegrasyonu, tek kopya yerlestirme ile stabil bir
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transformasyon, olduke¢a diisiik transgen susturma insidansi ve uzun T DNA uzantilarini
(> 150 kb) transfer etme yetenegi gibi bircok benzersiz avantaj sunar (Veluthambi vd.
2003). Agrobacterium kullanarak doniistiirme neredeyse rutin bir siire¢ haline gelmis olsa
da iretim zaman oOlgegi gibi biiyiikk dezavantajlar1 vardir. Bitkilerin eksprese edilen
proteini test etmek igin hazir olmasi icin stabil bir transformasyon 3-9 ay siirebilir. Bu
nedenle arastirmalar, gecici gen ekspresyonu gibi alternatif bitki bazli {iretim
teknolojilerine yonelmistir (Desaivd. 2010). Gegici ekspresyon hizlidir ve protein
ekspresyonu ile ilgili sonuglar giinler iginde elde edilebilir (Kapila vd. 1996). Bu nedenle,
gegici ekspresyon sistemi, ekspresyon vektorlerini ve protein stabilitesini onceden test
etmek ve biiyiik dlgekli transgenik bitkiler liretmeden once gen liriiniiniin fonksiyonunu
dogrulamak i¢in kullanilabilir (Yusibov ve Mamedov 2010). Bu kararli transformasyon
icin temel bir gerekliliktir, ancak problemler bu sayede belirlenip ortadan kaldirilabilir ve
stabil transformasyonlar i¢in yatirimlar yapilmadan Once transgenik hat 6nemli dlciide
iyilestirebilir (Kapila vd. 1996; Desaivd. 2010).

Bitkilerde gegici gen ekspresyonu i¢in partikiil bombardimani ve Agroinfiltrasyon
olmak iizere iki ana yaklasim vardir. Doniistiiriilen hiicrelerin miktar1 bu sistemler
arasinda degisir. Alt transformasyon seviyesine, sadece birkag¢ hiicrenin etkilendigi ve
DNA’nin c¢ekirdege ulasmasi gereken transkripsiyon i¢in partikiill bombardimani ile
ulagilir (Christou, 1996). Agroinfiltrasyon, partikiil bombardimanindan daha fazla
hiicreyi hedefler ve ilgilenilen gen, bakteri proteinleri tarafindan aktif olarak c¢ekirdege
aktarilir (Kapila vd. 1996). Whisker transformasyonu, elektroporasyon ve protoplast
transformasyonu gibi diger yontemler simdiye kadar molekiiler tarim uygulamalar igin
kullanilmamistir (Ma vd. 2003).

2.3.1. Parcacik bombardimani

Parcacik bombardimani, altin pargaciklar1 gibi mikro mermilerin ilgili DNA ile
kaplandig1 ve daha sonra bitki dokularina carpmak ve doku hiicrelerine girmek i¢in
hizlandirildig: bir yontemdir (Ma vd. 2003). Bu fiziksel yontem, Bio-Rad Laboratories
(Helenius vd. 2013) tarafindan profesyonellestirilmis ve ticarilestirilmis olan Helios™
Gen Gun Sistemi ile ger¢eklestirilir. Partikiil bombardimani, agroinfiltrasyondan daha az
genotip bagimlilig1 gosterdiginden, biyokiitlenin ¢cogunlugunu iireten cigekli bitkilerin
biiylik bir grubu olan monokotiledon olan tahillar i¢in tercih edilen doniisiim yontemi
olabilir (Reed, 2008). Agrobacterium ile infiltrasyon yontemi olan Agroinfiltrasyon
cekirdegi hedef aldigindan, DNA'nin kloroplast genomuna dahil edildigi transplastomik
bitkilerin {iretilmesi i¢in partikiil bombardimani da gereklidir. Bu kloroplast transgenik
sistemi, genellikle translasyon sonrasi karmasik modifikasyonlar gerektirmeyen
heterolog proteinleri eksprese etmek icin kullanilir. Avantajlari, tek bir fotosentetik
hiicredeki birgok kloroplast nedeniyle yiiksek bir transgen kopya sayisi, gen susturma
olmamasi, birden fazla genin eszamanli ifadesi ve ¢ogu mahsuliin poleninde fonksiyonel
kloroplast DNA'sinin olmamasidir. Bu, dogal transgeninkorunmasini saglar (Daniel vd.
2009). Bununla birlikte, biiyiik bir dezavantaji ise ER'de bulunan 6nemli geviri sonrasi
modifikasyonlarin (PTM) yapamamasidir (Christou vd. 1996; Ma vd. 2003; Fischer vd.
2020; Desai vd. 2010).
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2.3.2. Agroinfiltrasyon

Bitkilerde gegici gen ekspresyonu icin kullanilan diger ana yaklasim,
agroinfiltrasyondur. Tiitiin, bezelye veya patates gibi cift genekli bitkilerin ¢gogunun
dontistiiriilmesi i¢in hizli ve kullanigh bir yontemdir. Agroinfiltrasyon, monokotiledonlu
bitkiler i¢in de kullanilabilir, ancak ¢ogu kisim igin teknoloji, secilen model ¢esitleri i¢in
optimize edilmistir (Ma vd. 2003). Birgok farkli heterolog protein, bir¢ok bitki tiirii igin
zor olan transgenik bitkiler iiretmeye gerek kalmadan tiretilebilir (Fischer vd. 1999, 2004;
Horn vd. 2004; Wydro vd. 2006). Agroinfiltrasyon genellikle proses gelistirmenin erken
asamalarinda veya belirli bir gram miktarina hizla ihtiya¢ duyuldugunda kullanilir.
Bununla birlikte, onlarca miligram rekombinant protein iiretecek kadar 6l¢eklenebilir ve
hatta kararli donistiiriilmiis bitkilerin tiretimine gerek kalmadan klinik 6ncesi denemeler
i¢in uygun oldugunu kanitlayabilir (Fischer ve Emans 2000). Nicotiana benthamiana
bitkisi ile, vektor olarak tiitlin mozaik viriisii (TMV) kullanilarak yiiksek verimli sistemler
gelistirilmistir (Gleba vd. 2004; Marillonnet vd. 2004; Spok ve Karner 2008). Ekspresyon
vektoriinii tasiyan toprak patojeni Agrobacterium tumefaciens, vakum infiltrasyonu ile
yaprak dokusuna iletilir (Fischer ve Emans 2000). Bakteriyel proteinler, ilgilenilen genin
konake1 hiicrelere transferini katalize eder. Ilgili proteinin bitki hiicrelerinde varlig
infiltrasyondan ti¢ giin sonra tespit edilebilir. S1zma i¢in, ilgili gen uygun Agrobacterium
suslarina doniistiirtiliir ve bir bakteri siispansiyonu yoluyla yapraklara enjekte edilir (An,
1985; Kapila vd. 1996). Donilisimden sonra aktarilan T-DNA, kopyalanip ifade
edilebilecegi ¢ekirdekte bulunur (Kapila vd. 1996; Fischer ve Emans 2000). Genel olarak,
Agroinfiltrasyon, gen transferinin basitligi ve ilgili genin kesin transferi ve entegrasyonu
gibi bircok avantaja sahiptir. Ayrica Agroinfiltrasyon, diisiikk bir transgen susturma
insidansina sahiptir ve uzun T-DNA uzantilarini (> 150 kb) bile aktarabilir (Veluthambi
vd. 2003).

Bitki bazli gegici ekspresyon platformunun, kisa siirede ¢esitli rekombinant
farmasotik proteinlerin giivenli, hizli ve diisiik maliyetli liretimini sagladig1 gosterilmistir.
Bu ekspresyon stratejisini kullanarak, insan Furin, Factor IX, Bacillus anthracis'in
PA63'iinlin heptamerize formu (Mamedov vd. 2019a) Plasmodium falciparum'un tam
uzunluktaki Pfs48/45 proteini (Mamedov vd. 2019b), insan immiin yetmezlik viriisi
(HIV) gibi eksprese edilmesi zor bir dizi protein, gp140 (Margolin vd. 2020b), SARS-
CoV-2 Spike proteininin reseptor baglanma alanlar1 (RBD) (Mamedov vd. 2021a,
2021b) ve fonksiyonel aktif monoklonal antikorlar (Klimyuk vd. 2014) dahil diger
kompleks proteinler N. benthamiana bitkisinde basariyla iiretilmistir. Bu nedenle, bitki
gecici ekspresyon stratejisi ayn1 zamanda kuduza karsi diisiik maliyetli, glivenli, stabil ve
yiliksek immiinojenik as1 iretimi i¢in ideal ekspresyon platformu olacaktir. RABV'nin G
proteini, bir tip-1 transmembran proteinidir ve viriisiin ylizeyinde trimerik bir sivri ug
olarak birlestirilir. RABV'nin G proteini, viriis notralize edici antikorlar1 indiikleyen ana
antijen olarak bilindiginden, bu nedenle, bu ¢alismada, N. benthamiana bitkisinde
rekombinant G proteini tasarlandi ve iiretildi. Bitkilerde transgenik yaklagim kullanilarak
kuduza ait G proteini iiretilmistir (McGarvey vd. 1995; Loza-Rubio vd. 2012). Bununla
birlikte, transgenik bitki yaklasimi, diisiik hedef protein birikimleri, uzun gelisme siiresi
ve ayrica transgenik bitkilerden vahsi tiirlere gen transferi olasilig: ile ilgili birtakim
endiselere sahiptir (Messeguer 2003).



KAYNAK TARAMASI G. MAMMADOVA

2.4. N-bagh Glikosilasyon ve Deglikosilasyon

N-bagli glikosilasyon, rekombinant alt birim asilar1 ve heterolog ekspresyon
sistemlerinde {iiretilen terapdtik proteinler dahil olmak iizere bir¢ok proteinin dogru
katlanmasi, stabilitesi ve biyolojik aktivitesi i¢in kritik olan bir translasyon sonrasi
modifikasyondur (PTM) (Gomord vd. 2010; Wujek vd. 2004). Bir dizi ¢alisma,
glikosilasyonun, bocek, maya, memeli veya bitki ekspresyon sistemlerinde iiretilen
farmasotik proteinlerin immiinojenisitesini, biyolojik aktivitesini ve yar1 dmriinii 6nemli
Olclide etkiledigini gostermistir. Bununla birlikte, baz1 dkaryotik ve ayrica bakteriyel
proteinler, dogal konakg¢ida N-glikan igermez, ancak bu proteinler, bu proteinler
heterolog Okaryotik ekspresyon sistemlerinde eksprese edildiginde anormal bir sekilde
glikosile edilen, potansiyel olarak azalmis iglevsellige yol acan ¢ok sayida potansiyel
glikosilasyon bolgesi icdigindenepitoplarin  yanlis/degistirilmis katlanmasi veya
maskelenmesi nedeniyle immiinojenisite kaybina ugrayabilirler. Bu noktada,
Plasmodium falciparum'un (Milek vd. 1998) Pfs48/45 proteini veya koruyucu antijeni
(PA) herhangi bir N-bagli glikan tasimamaktadir (Milek vd. 1998; Mett vd. 2011; Frank
vd. 2008) ancak yine de proteinler bitki sisteminde ifade edildiginde anormal sekilde
glikosile olabilen potansiyel N-bagli glikozilasyon bolgeleri icermektedir. Bu nedenle, bu
proteinlerin glikosile edilmemis formlarini iiretmek i¢in stratejiler gelistirmek onemlidir.
PAR83'lin bitki ve memeli hiicresi tarafindan tiretilen proteinindeki fark ayn1 zamanda N-
bagl glikosilasyondur. Bitkiler ve memeli ekspresyon sisteminde, endoplazmik
retikulumda (ER) biiyiiyen polipeptit zincirinin glikosilasyon bolgesindeki asparajine bir
N-asetilglukozamin ve mannoz kalintilar1 ¢ekirdegi eklenir. Yiiksek mannoz
glikoformlartyla siislenmis protein ER'den ayrilirken, daha fazla modifikasyonun
meydana geldigi Golgi aygitina tasinir. Hayvanlarda a-1,6-fukoz ve terminal sialik asit
kalintilarina sahip N-bagl glikanlar eklenirken, bitki hiicrelerinde B-1,2 baglantili ksiloz
ve a-1,3-bagl fukozlu N-bagl glikanlar meydana gelir. Bu farklilik biyolojik etkinligin
azalmasina neden olabilir. (Mett vd. 2011; Mamedov vd. 2012; Mamedov ve Yusibov
2013). Bitki ekspresyon sisteminde glikosile edilmemis rekombinant protein formlar
tiretmek i¢in bazi girisimler vardir. Bunlardan biri, asetilglukozaminfosfat1 (GIcNAc-1-
P) dolikol fosfat (Dol-P) iizerine N-glikosilasyonu bloke etmek i¢in transfer eden enzimin
spesifik bir inhibitorii olan tunikamisin kullanimidir (Yoo vd. 2018). Bununla birlikte,
bitkilerde proteinlerin diizgiin olmayan bir ifadesinde bu yaklagimin daha dnce sonug
verdigi gosterilmistir. (Hori ve Elbein 1981; Frank vd. 2008). Dolayisiyla, bu strateji,
glikosile edilmemis bir bigimde rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in pratik olamaz. Son
zamanlarda, agroinfiltrasyon yoluyla bakteriyel PNGase F'nin birlikte sokulmasi ve
ardindan bitkilerde gegici ekspresyon yoluyla proteinlerin in vivo enzimatik
deglikosilasyonuna yonelik bir strateji basariyla gelistirilmistir (Mamedov vd 2012;
Mamedov vd. 2017). PNGase F ile birlikte ekspresyon yoluyla iiretilen deglikosillenmis
proteinler, glikosile edilmis muadillerine gore iistlin fonksiyonel 6zellikler gosterse de
(Mamedov vd. 2012), PNGase F ile in vivo veya in vitro deglikosilasyon asparajinin
aspartata deamidasyonu nedeniyle glikosilasyon bolgesinde (N-X-S/T) bir amino asit
degisikligine neden olur (Mamedov vd. 2012; HaEgglund vd. 2014). Diger bir
deglikosilasyon enzimi olan Endo-f-N-asetilglukosaminidaz H (EC 3.2.1.96, Endo H),
N-bagl glikanlarin diasetilkitobiyoz ¢ekirdeginde iki N-Asetil-D-glukozamin (GIcNAC)
tortusu arasindaki B-1,4 glikosidik bagin boliinmesini deamidasyon olmadan,
asparajinlere bagh tek bir GlcNAc kalintis1 birakarak biiylik verimlilikle katalize eder
(Muramatsu 1971; Tarentino ve Maley 1976; Maley vd. 1989; HaEgglund vd. 2014).
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Dogal konakgi hiicrelerde, bazi proteinler, 6rnegin bakteriyel proteinler veya sitma
antijenleri bir glikoprotein degildir, ancak bazi potansiyel glikosilasyon bdlgelerine
sahiptir. Bu glikosilasyon bdlgeleri, bitki ekspresyon sistemlerinin yani sira 6karyotik
ekspresyon sistemlerinde anormal sekilde glikosillenebilir. Anormal glikosilasyon,
proteinlerin 6nemli epitoplarin1 maskeleyerek uygunsuz katlanmaya yol agabilir. Bu
sorun, hedef proteinleri PNGase F (Mamedov vd. 2012) veya Endo H (Mamedov vd.
2017) ile in-vivo deglikosilasyon teknolojisi gelistirilerek ¢6ziildi. Endo H
deglikosilasyon stratejisi, Plasmodium falciparum’un tam uzunlukta Pfs45/48 (Mamedov
vd. 2019b), Bacillus anthracis'in PA83 proteininn monomerik ve heptamerik
formlarininin (Mamedov vd. 2017; 2019a), SARS-CoV-2 viriisiiniin Spike proteininin
Reseptor Baglanma Alan1 (Mamedov vd. 2021a, 2021b) gibi as1 adaylarin ve insan
ACE2 (Mamedov vd. 2021c) enzimi gibi kompleks proteinlerin fonksiyonel olarak aktif
deglikosile edilmis formlarinin iiretimi i¢in basartyla kullanilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Tamponlar ve Siispansiyonlar

3.1.1. Western blot ve SDS —~PAGE tamponlari.

Tris HCI (1,5 M, pH: 8,8): Tris bazl1 92,5 gr; distile su 250 ml. Cozeltinin pH"1
HC1 ile 8.8'e ayarlandi, son hacim otoklavlanmis ddH,O ile 500 ml'ye ayarlandi.

Tris HCI (0.5 M, pH: 6.8): Tris-baz 30 gr; distile su 250 ml. Cozeltinin pH'1 HC1
ile 6.8'e ayarlandi, son hacim otoklavlanmis ddH-O ile 500 ml'ye ayarlandi.

Yiiriitme Tampon (1X): Tris-baz 3.03 gr; Glisin 14.3 gr; SDS (%10) 10 ml. Son
hacim otoklavlanmuis distile su ile 1L olacak sekilde diizenlendi.

SDS / Western Gel numune yiikleme soliisyonu (5X, Laemli Buffer): Tris-HCI
(1 M) 9.375 ml; Gliserol 11.9 mi; SDS 3.33 gr; 2- merkaptoetanol (%25) 7.5 ml
ve Bromofenol mavi stok siispansiyonu (100 mg/20 ml) 660 pl karigtirildi. pH,
HC1 ilavesiyle ile 6.8'e ayarlandi. Nihai hacim 40 ml olacak sekilde tamamlanda.
Protein ornekleri, jel yiikklenmeden 6nce 1/4 hacim (5x) Laemli Tamponu ile
kaynatilir.

SDS jel boyama soliisyonu (Coomassie boyama): 500 ml metanol; 100 ml buzlu
asetik asit ve 1 gr Coomassie Blue (R250) otoklavlanmis distile su i¢inde ¢oziildii

ve son hacim 1000 ml olacak sekilde tamamlandi.

SDS jel leke giderme soliisyonu: 700 ml damitilmis su; 200 ml metanol ve 100
ml asetik asit karistirildi.

APS (%10): 60 mg APS, 600 ul distile suda ¢oziildii. Sadece taze soliisyonlar
kullanilir.

SDS (%010): 10 gr SDS 90 ml distile suda ¢oziildii.

Western Blot (1X) i¢in Transfer Tamponu: 5.8 gr Tris-base; 2.93 gr Glycine;
370 ul SDS (%10) 1000 ml distile su ile karistirilda.

5XTBS: 12.115 gr Tris-base; 42.88 gr NaCl 1000 ml'de karigtirildi ve pH 7.5'e
ayarlandi. 1XTBS ise 200 ml 5xTBS’in son hacim distile su ile 1000 ml olacak
sekilde karigtirllmasiyla hazirlandi.

I-Block: 0,5 gr I-blok 100 ml 1X TBS ile tamamen karistirildi.

Primer Antikor (1: 1000): 10 pl antikor, 10 ml I-blok i¢inde karistirildi.

ikincil Antikor (1: 5000): 10 ml I-blok iginde 2 pl antikor karistirildi.
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Jellerin Hazirlanmasi. (%10 jel icin):

Cizelge 3.1. %10 jel hazirlama bilesikleri

Jel icerigi Yigma Jeli Yiiriitme Jeli
Distile su 2.450 ml 1.98 ml
%40 Akrilamid-Bis 1.250 ml 0.368 ml
sollisyonu
Tris-HCI 1.250 ml 0.780 ml
(1,5 M Tris HCI, (0,5 M Tris
pH: 8,8) HCI, pH: 6,8)
%10 SDS 50 wl 50 ul
TEMED 2.5 ul 3.125 ul
%10 APS 25 ul 30 ul

3.1.2. Bakteri biiyiimeleri ve ortamlari

SOC ortami: 20 gr baktotripton, 5 gr bakto maya 6ziitii, 2 ml 5M NaCl, 2.5 ml IM
KCI, 10 ml 1M MgClz, 10 ml 1M MgSO4 800 ml otoklavlanmis distile suda
¢oziindiiriildii, 30 dakika 121°C'de otoklavlandi. Soliisyon otoklavdan ¢ikarildiktan
sonra sicaklik 50 °C'ye disiiriildii. Ardindan steril kabin altina 20 ml 1M glukoz
ilave edilerek +4 °C'de birakildu.

SYS (BBL) medium: 10 gr soyahidrolizat, 5 gr maya 6ziitii ve 5 gr NaCl, 800 ml
otoklavlanmus distile suda ¢6ziildii. 1M KOH veya NaOH ile pH 7.0'a ayarlandi, son
hacim otoklavlanmig distile su ile 1000 ml'ye ayarlandi. 121 °C'de 30 dakika
otoklavlandi.

MMA medium: 1.952 gr MES ve 10 ml 1M MgCl, 800 ml otoklavlanmis distile
suda c¢ozildi. 1M KOH veya NAOH ile pH 5.8'e ayarlandi, son hacim
otoklavlanmis distile su ile 1000 ml'ye ayarlandi. 121 °C'de 30 dakika otoklavlandi.

100 mM asetosiringon (AS) stok soliisyonu: 0. 3924 gr Asetosiringon tartilarak 12
ml %95 etanol ve 8 ml distile suda ¢6ziilerek son hacmi 20 ml olacak sekilde
diizenlendi. IL MMA igin 150 ul Asetosiringon gereklidir (15 mM).

3.1.3. Protein saflastirma (His-tag) tamponlari

1 M NaH2PO4: 13.8 gr NaH2PO4(H20) 100 ml distile suda ¢oziildii.

1M Na2HPOa4: 28.38 gr NazHPO4 100 ml distile suda ¢oziildii.
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3.14.

3.2.

Sodyum fosfat tamponu (20 mM): 15.48 ml 1 M Na2HP04; 4.52 ml NaH2P04;
17.53 gr NaCl 100 ml distile suda karistirilir. pH 7.0'a ayarlandi ve nihai hacim 1
L'ye ayarlandi.

Dengeleme, Yikama ve Eliisyon Tamponu: Purifikasyon tamponlar1 belirli
miktarlarda imiazol igeren fosfat buffer olarak hazirlanmistir. Bunun igin
oncelikle bir stok imidazol hazirlanmistir. 100 mM imidazol stok soliisyonu 0.34
g imidazolin tartilarak 50 ml sodyum fosfat tamponu (20 mM) igerisinde
¢Ozdiiriilmesiyle hazirlandi.

Dengeleme tamponu (10 mM imidazol) i¢in 5 ml 100 mM imidazol 45 ml
sodyum fosfat tamponu ile karistirildi.

Yikama tamponu (25 mM imidazol) i¢in 12.5 ml 100 mM imidazol 37.5 ml
sodyum fosfat tamponu ile karistirildi.

Eliisyon tamponu (250 mM imidazol) i¢in 0.85 g imidazol 50 ml sodyum fosfat
icerisinde ¢ozdiirtildii.

Elisa tamponlari

Kaplama tamponu: 0.15897 gr NaoHCO3 (15 mM) ve 0.29402 gr NaHCOs3 (35
mM) 100 ml distile suda ¢6ziildii. Oda sicakliginda saklanir.

Yikama tamponu: %.1 Tween-20, 1xPBS ile karistirildi.

Engelleme tamponu: %0,5 Bloklama derecesi, %.1 tween-20 iceren 1xPBS
icinde ¢oziildii.

OPD-Substrat soliisyonu (0,05 M fosfat-sitrik tampon);2.8392 gr Na2HP04
100 ml ¢ift distile su (0.2 M) iginde ¢oziildii. 2.1014 gr sitrik asit 100 ml ¢ift distile
suda (0.1 M) ¢oziildii. 0.2 M Na2HPO04'ten 25.7 ml ve 24.3 ml 0.1 M sitrik asit ve
50 ml ¢ift damitilmis su karistirildi (pH: 5.0).

%30 Hidrojen peroksit: 12 ml Hidrojen peroksit ve 28 ml ¢ift distile su
karistirtlarak %30 hidrojen peroksit ¢ozeltisi elde edildi. +4C'de saklanir.

G-proteininin Farkh Varyantlarimin Miihendisligi, Optimizasyonu ve

Klonlanmasi

RABV'in G protein geni (ERA susu, GenBank: J02293.1), N. benthamiana

kodonlari kullanilarak kodon optimizasyonu yapilmis, His6 etiketi ve ER tutma peptiti,
C-terminalinde KDEL ve PR-la sinyali ile iki gen de novo sentezlenmistir. , Bu
calismada, N. benthamiana bitkisinde ekspresyon i¢in {i¢ ¢esit G proteini varyanti asagida
belirtildigi sekilde olusturulmustur:

I.) RG1 (19-524 AA) olarak adlandirilan tam uzunlukta G proteini,

Ii.) RG2 (19-449 AA) olarak adlandirilmis kesik versiyon,

12
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Iii.) RG3 ad1 verilen G proteinin PR-1a sinyal sekansindan sonra N-terminalinde
yapay bir GCN4 bazl trimerizasyon alani olan 7-aa uzun baglayic1 (LIGGGGI) ile G
proteininin kesilmis versiyonu.

N. benthamiana bitkisinde G protein varyantlarini eksprese etmek i¢in sinyal
peptidi  (1-19 amino asitleri), Nicotiana tabacum PR-la sinyal peptidi
(MGFVLFSQLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRA) ile degistirildi. Yapilarin sematik
gosterimleri Sekil 4.1'de de gosterilmistir.

Tim genler, klonlama amaciyla Age | ve Xho | restriksiyon bolgeleriyle
tasarlanmistir. G proteini gen varyantlarinin klonlanmasi i¢in, genler, Age I ve Xho I
restriksiyon enzimleri ile kesildi. Bu islem i¢in 5 ul plazmit, 2 ul niikleaz igermeyen H>0,
1 ul NE tampon 1-1, 1 ul Xho I ve 1 ul Age 1 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Ardindan DNA
fragmanlari, (G protein genleri) %1 agaroz jel iizerinde calistirildi. Ug G varyanti, pEAQ-
RG1-His6-KDEL, pEAQ-RG2-His6-KDEL ve pEAQ-RG3-His6-KDEL olusturmak igin
bitki ekspresyon vektorii olan pEAQ vektoriine (Sainsbury vd. 2009) klonland.
Plazmitler daha sonra bitki yapraklarina verilmek i¢in Agrobacterium tumafaciens
bakterisininAGL1 susuna transforme edildi.

3.3.  Klonlanmis G-protein Genleri Iceren Bitki ifade Plazmidlerinin
Agrobacterium tumafaciens’e Transformasyonu

Sekil 3.1. Gene Pulser Xcell modiil elektroporasyon sistemleri, ana bolmeyi, iki aksesuar
modiiliinii ve ShockPod™ kiivet kamerasini igerir

PEAQ-RG1-His6-KDEL, pEAQ-RG2-His6-KDEL ve pEAQ-RG3-His6-KDEL
plazmidleri kompetent hiicre olan E.coli DH5a susuna, 1sitma soku (heat-shock) yontemi
ile transforme edildi. Tiip, 5 dakika buz {izerinde sakland1 ve sonra 42°C'de 50 saniye
boyunca bir su banyosunda bekletildi. Son olarak tiip buz tizerinde 5 dakika inkiibe edildi
ve 1sitma soku islemi tamamlandi. Tipe, 400 pul LB medium ilave edildi ve bir saat
37°C'lik bir ¢alkalayicida inkiibe edildi. 1 saat sonra hiicreler, 50 ul /ml kanamisin ile
agar plakalarma inokule edildi. Ertesi giin, birka¢ koloni se¢ildi ve bu koloniler, 50 pg/ml
kanamisin igeren LB ortamina dahil edildi. Ertesi giin ilgili genleri igeren plazmitler
E.coli DH5q hiicrelerinden saflastirildi.
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Tiipler tekrar santrifiij edildi ve siipernatant atild1. Tiipler, 400 pl yikama tamponu 1 ve
yikama tamponu 2 ile temizlendi ve santrifiij edildi. Artik siv1 tiiplerde kaldi ve kolon
toplama tiiplerine aktarildi. 30 pl eliisyon tamponu eklendi ve 3 dakika tutuldu ve
plazmitler elde edildi. pPEAQ-RG1-His6-KDE, pEAQ-RG2-His6-KDEL ve pEAQ-RG3-
His6-KDEL plazmitleri kullanilarak, bir kompetent hiicre olan Agrobacterium susu olan
EHA 105 'e Gene Pulser Xcell electroporasyon cihazi (2500V, 25 pF, 400 Q) kullanilarak
transforme edildi . EHA 105 ve ilgili genleri igeren plazmitler elektroforez kiivetlerine
koyuldu ve bir elektrik soku verildi. Hemen ardindan, 1 ml SOC soliisyonu (%2 tripton,
%0,5 maya 06ziitii, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4 ve 20 mM
glukoz) ilave edildi ve pipetlendi. Ortak karisim kiivetlerden alinarak eppendorf tiipe
eklendi ve 2 saat 28 °C'de galkalayicida tutuldu. Numuneler daha sonra petri kaplarina
yayildi ve 28 °C'de 3 giin inkiibe edildi.

3.4.  N. benthamiana'da Bitki Bazhh Rekombinant G-protein Varyantlarinin
Ekspresyon Tayini

N. benthamiana'da rekombinant G protein varyantlarmin (RG1, RG2 ve RG3)
tiretimi i¢in, RG1, RG2 ve RG3 protein genlerini barindiran pEAQ-RG1-His6-KDEL,
PEAQ-RG2-His6-KDEL veya pEAQ-RG3-His6-KDEL plazmitleri, Gene Pulser Xcell
Total System (BioRad, ABD) kullanilarak elektroporasyon yoluyla Agrobacterium
tumefaciens susu AGL1'e aktarildi. RG1, RG2 ve RG3 genlerini barindiran A.
tumefaciens susu, gece boyunca 28°C'de BBL ortaminda (5 g/L NaCl, 5 g/L maya 6z,
10 g/L soya hidrolizat1 ve 50 mg/L kanamisin) biiyiitiildi. RG1, RG2 ve RG3 genlerini
barindiran Agrobacterium'un yetistirilen kiiltiirli daha sonra N. benthamiana bitki
yapraklarina (6-7 haftalik) siringayla manuel sizma veya vakumlu sizma yoluyla verildi.
Yaprak ornekleri, daha once tarif edildigi gibi pEAQ-RG1-His6-KDEL, pEAQ-RG2-
His6-KDEL veya pEAQ-RG3-His6-KDEL plazmitleri ile infiltre edildi.

Sekil 3.2. Nicotiana benthamiana bitki yapraklarina infiltrasyon yapilmasi

Yaprak numuneleri 5 dpi‘de (infiltrasyon sonrasi giin) hasat edildi ve daha sonra 1X
fosfat ekstraksiyon tamponunda oOgiitiildii. Ham ekstrakt 13.000 g'de 20 dakika
santrifiijlendi. 40 ul berrak ham &ziit, 10 pl 5XSDS-Ornek tamponu ile karistirildr ve
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100°C'de 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan 6rnekler SDS-PAGE {izerinde ¢alistirildi ve
Western blot analizi i¢in hidrofobik poliviniliden floriir (PVDF) membrana aktarildi.
Bitki tarafindan iiretilen rekombinant RG1, RG2 ve RG3 proteinleri membran iizerinde
birincil antikor olarak anti-His-tag antikoru (kat # 652502, BioLegend) ve ikincil antikor
olarak HRP konjuge keci anti-fare 1gG (kat # 405306, BiolLegend, ABD) antikoru
kullanilarak goriintiilendi.

3.5. SDS-PAGE ve Western Blot Analizi

Stizme isleminden 6 giin sonra bitki yapraklar1 toplandi ve 6ziitleme tamponu
icinde agirhiklarindan ii¢ kat daha fazla ekstrasyon tamponu (2 mM sodyum
dietilditiokarbamat (DIECA) igeren 1xPBS) i¢inde hasat edildi. Ekstraksiyonun ardindan
ezilen bitki yapraklar1 13.000 g'de 5 dakika santrifiijlendi ve siipernatan SxLaemmli
Tamponu (100 mM Tris, %2 SDS, %20 gliserol, %4 B-merkaptoetahanol, pH 6.8) ile 4:1
oraninda karistirildi ve 100°C'de 5 dakika kaynatilir. Kaynatilan numuneler %210
akrilamid jellere (10 ul/kuyu/her numune) yiiklendi. SDS-PAGE analizini
gerceklestirmek igin jellerl5 dakika boyunca 200V ve 45 dakika boyunca i¢in 100 V'ta
yiriitme tamponunda yiritildi. Jeller ¢alistirildiktan sonra jel distile su ile 5 dakika
yikandi. Yikamanin ardindan jel, 1 saat Comassie boyama tamponu ile boyand1 ve 15-20
dakikalik araliklarla boya giderme tamponu ile boyandi.

Western Blot analizlerinde iki adimda gergeklestirildi; ilk adim ¢alistirma SDS-
PAGE analizi ile aymidir ve ikinci adim proteinlerin jelden poliviniliden floriir
membranlara (Millipore, Billerica, MA) transferidir. Proteinler transfer tamponu
yardimiyla membrana aktarildiktan sonra, membran bloke etme tamponuyla (1XTBS
iginde %0,5 I-Block (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) oda sicakliginda 1 saat inkube
edildi. (Sekil 3.2). 1 saat sonra membran, oda sicakliginda 1 saat boyunca birincil antikor
olan anti-His6 tag monoklonal antikor (Kat. no. 652502, BioLegend) ile isleme tabi
tutulur. Daha sonra, membranlar 5 dakika boyunca 3 kez %0,5 I-Blok ile 5 dakika yikand1
ve daha sonra (HRP)-konjuge sekonder antikor (Cat. No., Abcam) ile islendi. Sekonder
antikordan sonra membran 3 kez 5 dakika %0,5 1-Blok ile 5 dakika ve 1 kez 1XTBS ile
yikandi. Son olarak SuperSignal West Pico Stable Peroxide ve Luminol / Enhancer
soliisyonlar1 (SuperSignal West Pico, Thermo Fisher Scientific Grand Island, NY), ile
kemiliiminesans tespiti yapildi. Jel fotograflari, bir GeneGnome XRQ kemiliiminesans
goriintiileme sistemi (Syngene Corp., ABD) kullanilarak elde edildi.
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Western Blotting Procedure

AL 1. Load and separate protein 2. Electrophoretically transfer 3. Blockthe membrane
samples on SDS-PAGE fractionated proteins onto PVDF with neutral protein
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\ 7 e @ )
EEmEEERRER © ]
GEL
)

6. Incubate the blot with 5. Incubate the membrane 4. Incubate the membrane
chemiluminescent HRP with HRP-labeled secondary with primary antibody
substrate and expose to film antibody specificto primary specificto target protein

WESTERN BLOT kDa antibody

148
98

64 —

52

L J

45
36

ARER]

|
AA A A

A

22

Sekil 3.3. Gelencksel Western Blot'un genel anlatimi. (A) (PAGE) ile proteinlerin
ayrilmasi; (B) lekelenmis proteinlerin bir zara transferi (PVDF/nitroseliiloz); (C) Hedef
proteinlere 6zgii birincil antikor, ardindan bir enzim konjuge ikincil antikor. Enzim
(yaban turpu peroksidaz, HRP), 1s1ik yaymak icin bir substrat (elektro-kemiliiminesans,
ECL) iizerinde hareket eder; (D) sinyaller kemiliiminesans goriintiileme sisteminde
yakalandi (diizenlendi ve alintiland1 (https://microbeonline.com/western-blot-technique-
principle-procedures-advantages-and-disadvantages/)

3.6. RG2'nin PNGase F ve Endo H ile Birlikte ifade Edilmesi

RG2'yi PNGase F veya Endo H deglikosilasyon enzimleri ile birlikte eksprese etmek
icin, N. benthamiana bitkisi yapraklarina pEAQ-RG2 ve pGeenll-PNGase F veya
pGeenll-Endo H yapilarint barindiran AGL1 susu ile birlikte infiltre edildi (Mamedov
vd. 2017).

3.7. N. benthamiana Bitkisinden Uretilen RG2 ve RG3 Proteininin Saflastirilmasi

Rekombinant RG2 ve RG3 Ni-NTA Resin (kat. no. 88221, ThermoFisher)
kullanilarak afinite kolon kromatografisiyle, pPEAQ-RG2-His6-KDEL veya, pEAQ-RG3-
His6-KDEL ile infiltre edilmis 25 g N. benthamiana bitki yapragindan saflagtirildi
(Mamedov vd. 2017). Saflagtirllmis RG2 ve RG3 proteinlerinin saflastirma verimi
Western blot analizi ile tespit edildi.

3.8. Farelerde Bitki Tarafindan Uretilen RG2 ve RG3 Proteininin
Immiinojenisite Calismalar

Bitki tarafindan tretilen RG2 ve RG3 proteininin immiinojenisite ¢aligmalari
farelerde degerlendirildi. Yedi haftalik bir fare (BALB/c susu, grup basina 6 fare), 0 ve
21. glinlerde %0,3 Alhidrojele adsorbe edilmis RG2 ve RG3 proteini ile kas i¢inden (IM)
iki doz olacak sekilde (her dozda 5 pg) asilandi. 21 ve 42. giinlerde kan alinarak serumlar
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elde edildi ve ardindan anti-RG2 veya anti-RG3 antikor yanitlari i¢in ELISA yontemi ile
degerlendirildi. ELISA igin, oyuklar 200 ng saflastirilmis RG2 veya RG3 proteini ile gece
boyunca 4°C'de 100 mM karbonat tamponu i¢inde kaplanmustir. Ertesi giin, oyuklar bloke
edildikten sonra, oyuklara ¢esitli serum diltisyonlar1 aktarildi ve daha sonra plaka oda
sicakliginda? saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, plaka ii¢ kez 1X PBST ile yikand:
ve ardindan antikor seviyelerini degerlendirmek i¢in anti-fare IgG+HRP (Cat. no.
MBS440122, MyBioSource, ABD) eklendi. Plaka 1X PBST ile yikandiktan sonra, O-
fenilendiamin dihidrokloriir tabletleri (Kat. no. P8287, Sigma) kullanilarak hazirlanan
200 pl substrat soliisyonu her bir oyuga ilave edildi. Plaka daha sonra karanlikta, oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plak 450 nm'de okundu. Fare
calismalart Akdeniz Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nde gerceklestirilmistir. Fare ¢alismalar i¢in kullandigimiz hayvan protokolii
(protokol numarasi: 1156/2020.07.002) Yerel Etik Kurul tarafindan onaylanmistir.

3.9. Enzim Bagh immiinosorbent Testi (ELISA)

Serum orneklerindeki anti-RG2 ve anti-RG3 antikor seviyeleri, daha once tarif
edildigi gibi enzime bagli immiinosorbent tahlili (ELISA) ile tespit edildi (Miura vd.
2008). Ilk olarak, tampon ¢dzeltiler hazirlandi. Distile su iginde 15 mM sodyum karbonat
ve 35 mM sodyum bikarbonat i¢eren kaplama tamponu oda sicakliginda (RT) muhafiza
edildi PBS'de %0,1 Tween-20'de %5 (w/v) siit tozu igeren blokaj tamponu ihtiyac
duyuldugu kadar +4°C'de tutuldu. PBS i¢eren seyreltme tamponu, ihtiya¢ duyulana kadar
+4°C'de tutuldu. PBS icinde %0,1 Tween-20 iceren yikama tamponu, ihtiya¢ duyulana
kadar +4 °C'de tutuldu. Durdurma tamponu 0.05 M fosfat-sitrat tamponu iceriyordu, pH
5.0, ihtiya¢ duyulana kadar +4 C'de tutuldu. Diiz tabanli 96 oyuklu ELISA plakalari,
kaplama tamponu ile seyreltilmis test proteininin oyuk basina 0.5 ug/ml'si ile kaplandi ve
4°C'de gece boyu inkubasyona birakildi.

SO ELISA
o o o -: L (enzyme-linked immunosorbent assay)

Substrate

063
Substrate
OC%@ /) \
k \ O ‘S\t;:';s:ra:e
Substrate %, nti e
O¢ 3 V4, et L\ '::;,‘;;:')L\ | Rt

] ) k
Primary Antibody \ / .
/) \ Conjugate / \ Capture Antibody / \
Ag (#) o

DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA COMPETITIVE ELISA

Sekil 3.4. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) procedurunun sematik
gosterimi

17



MATERYAL VE METOT G. MAMMADOVA

Hedef proteinler ile kaplanan plakalar, oda sicakliginda 3 tekrar ile 5 dakika
boyunca 200 ul/kuyu yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra plakalar, oda sicakliginda
(RT) 2 saat boyunca 200 pl/oyuk bloklama tamponu ile bloke edildi. Kaplanmis oyuklara
(100 pl/oyuk) seyreltilmis serum ilave edildi ve 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Bloke edildilen plakalar, 100 pl/kuyucuk yaban turpu peroksidaz (HRP) konjuge anti-fare
sekonder antikor (Cat. No. ab98790, Abcam) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Yikama islemlerinden sonra, OPD konsantrasyonu 0,4 mg/ml olan substrat
tableti/tabletleri %30 hidrojen peroksit iceren 0.05 M fosfat-sitrat tamponu, pH 5.0
eklenerek karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkube edildi. 450 nm’de bir
spektrofotometrik 6l¢iim ile IgG titreleri saptandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. G-proteininin Farkh Varyantlarinin Miihendisligi, Optimizasyon ve
Klonlanmasi

CVS dahil ¢esitli diger RABV suslarina %97 ila %98 6zdeslik gosteren kuduz
viriistiniin (PV susu) G protein genleri tasarlandi. N. bentamina kodonlar1 kullanilarak
kodon optimize edildi ve bu genlerin PR-1a sinyal peptidi, His6 etiketi ve C-terminalinde
KDEL olan bir ER tutma peptidi ile de novo sentezi yapildi. Bu ¢aligmada iiretilen G
protein antijen yapilarin (plazmidler) sematik Sekil 4.1'de gosterilmistir.

RG1 | G protein: tam
G protein : Kesik (19-
e 449)
RG3 | LIG | G protein: Kesik
GG  (19-449)
pR1la Gl

Sekil 4.1. G protein antijen yapilarinin (plazmidler) sematik gosterimi. RG1: Kuduz G
proteininin tam uzunlukta dizisi; RG2: G proteini varyantinin kesilmis monomerik formu;
RG3: G proteini varyantinin kesilmis trimerik formu. PR-1a: Sinyal peptidi
(MGFVLFSQLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRA). His6 etiketi: 6 tane histidine amino
asidinden meydana gelmis dizi motifi. LIGGGGI: yapay bir GCN4 tabanli trimerizasyon
alan1 olan 7-aa (LIGGGGTI) uzunlugunda bir baglayicidir

Toplamda, N. benthamiana bitkisinde ekspresyon igin ti¢ ¢esit G proteini iiretildi.
RG1 (19-524 AA) olarak adlandirilan tam uzunlukta G proteini, ii) RG2 (19-449 AA)
olarak adlandirilmis kesik versiyon ve iii) trimerik yapiya sahip RG3 adi verilen G
protein. Bu trimerik yapiya sahip olan G proteinini iretmek i¢in PR-1a sinyal sekansi ile
G proteinin amino asitler (19-449 aa) dizisi arasinda PR-la sinyal sekansindan
(MGFVLFSQLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRA) sonra N-terminalinde yapay bir GCN4
bazli trimerizasyon alani olan 7-aa uzun baglayici olan LIGGGGI dizisi ile iiretim igin
tasarlandi. G protein varyantlarinin N. benthamiana’ daifadesi i¢in sinyal peptidi (1-19
amino asitleri), Nicotiana tabacum PR-1a sinyal peptidi
(MGFVLFSQLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRA) ile degistirildi. Tiim genler, klonlama
amaciyla Age I ve Xho I restriksiyon enzimi bolgeleri ile tasarlanmistir. G proteini gen
varyantlarinin klonlanmasi i¢in, Age | ve Xho | restriksiyon enzimleri ile kesildi ve
laboratuarimizda mevcut olan pPEAQ-RG1, pEAQ-RG2 ve pEAQ-RG3 plazmitlerini
tiretmek i¢in bitki ekspresyon vektoriine klonland1 (Mamedov vd. 2017). Sekil 4.2,4.3 ve
Sekil 4.4’ten gortilebilecegi gibi, tiim genler beklenen boyutlarda bulunmustur.
Plazmidler, bitki yapraklarina daha fazla infiltrasyon i¢in Agrobacterium susu olan AGL1
i¢inde transforme edildi.
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L Cl1 C2 C3 L
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
bpngsp %
/mu m 6
) /w 1
gene &
310 %0 50
gB- 50 50 50
8 - 1000 600 120
H— B
sl 50 %
SO %50 50
:
§
-3
05 pglane, 8 cm length gel,
1KTEE, 7Vim, 45 min

Sekil 4.2. Tam uzunlukta G protein geninin (RG1) klonlanmasi. Tam uzunlukta RG1
geni, bitki ekspresyon plazmiti olan pEAQ plazmitine klonlandi. pEAQ-RG1 plazmidinin
Agel ve Xho I restriksiyon enzimleri ile ikili kesiminden sonra beklenen bir boyutta,
klonlanmig RG1 geninin dogru biiyiikliigiinii dogrulayan bir 1641 bp (sekilde C1, C2 ve
C3 olarak etiketlenmis) tiretildi

Different RG2 clones

L Cl1 C2 C3 Cc4 L
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
bpng/0Sug %
bp
1000 300 60
2000 1428 bp /0 00 &
1500 /gggg i
RG2 gene /o0 w0 80
1000 B0 B W
- 2000 250 50
]~ 100 250 50
] 1000 600 120
- 750 250 50

1% TopVison™ LE GQ Agarcse §#R0491)

0.5 paftane, 8 cm length gel,
AXTAE, 7V/em, 45 min

Sekil 4.3. RG2 geninin klonlanmasi. RG2 geni, bitki ekspresyonu pEAQ plazmiti igine
klonlandi. pEAQ-RG2 plazmidinin Agel ve Xho | restriksiyon enzimi ile ikili
kesilmesinden sonra, klonlanmig RG2 geninin dogru biiyiikliiglinli dogrulayan beklenen
boyutta bir 1428 bp, klon N4 (sekilde C4 olarak etiketlenmis) iiretildi ve tez siiresi
boyunca yapilan deneylerde kullanildi. C1, C2 ve C3 analiz edilen diger ve dogru
bliyiikliikte DNA i¢ermeyen kolonilerdir
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Farkli RG3 klonlari

C1 C2

X3 X4 ——

L X1 X2

bp
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

bpng0Sug %

10000 300 6.0
i1
1500 W00 100 60

=4 8K
1000 ==t 2500 250 50
S - 2000 250 50
% o 1500 250 50
2 Bl 1000 600 120
8 — 750 25
= - 500 250 50
<
o — 250 250 50
L
2
2
&
&

0.5 palane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7V/cm, 45 min

Sekil 4.4. RG3 geninin klonlanmasi. RG3 geni, bitki ekspresyonu pEAQ plazmitlerine
klonlandi. pPEAQ-RG3 plazmidinin Agel ve Xho I restriksiyon enzimleri ile beklenen bir
boyutta ikili kesiminden sonra, klonlanmig RG3 geninin dogru biiyiikliigiinii teyit eden
1452 bp (sekilde C1 ve C2 olarak etiketlenmis) iiretildi. X1, X2, X3 ve X4 analiz edilen
diger kolonilerdir. Dogru boyutta DNA fragmanina sahip olan C1 ve C2 koloniler
agroinfiltrasyon transfer i¢in kullanildi

4.2.N. benthamiana Bitkilerinde RG2'nin ifade Edilmesi ve Ekspresyon Tayini

Yukarida da belirtildigi gibi, bu calismada, G protein geni {i¢ farkhi sekilde
tasarlanmis ve iretilmistir. N. benthamiana bitkisinde tam uzunlukta RG1 proteini
eksprese edildiginde, western blot'ta spesifik bir G protein band1 gézlemlenmedi (Sekil
4.5, serit 8). Bu nedenle, N. benthamiana'da yiiksek oranda ¢oziiniir ve immiinojenik bir
rekombinant G proteini iiretmek ic¢in kesilmis bir G proteini (RG2) formu tasarlandi.
Western blot analizi ile RG2 proteininin N. benthamiana bitkisinde basariyla eksprese
edildigi gosterildi (Sekil 4.5).
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Farkh RG2 klonlari

A
[ |

P N Ci1 C2 €3 C4 C5 RG1
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. - .“ < ;?ZRS'Ztein

-— o o—

~45kDn _ - A
positag

Sekil 4.5. Nicotiana benthamiana bitkilerinde tiretilen RG1 ve RG2'nin Western blot
analizi. Bitkiler 5 dpi'de hasat edilmistir. Numuneler, Materyal ve Metot boliimiinde
aciklandigi gibi hazirlandi. Seritler: P: 25 ng rekombinant Posi-Tag Epitop Etiket Proteini
~45 kDa (Positag, BioLegend, kat no: 931301) standart bir protein; N: infiltre edilmemis
bir kontrol bitkisinden hazirlanan ham 6ziit; G1-G5: RG2 genini tasiyan ¢esitli
Agrobacterium kolonileri (AGL susu) ile infiltre bitkilerden hazirlanan ham 6zler. RG1:
RGI1 genini tagtyan Agrobacterium (AGL susu) ile infiltre edilmis bitkilerden hazirlanan
ham 6ziit

4.3.N. benthamiana Bitkisinde Deglikosile RG2 Protein Formlarmin Uretimi

G proteini ii¢ potansiyel N-glikosilasyon bolgesine sahiptir. Bitkiye 0zgi
glikosilasyonun etkisini test etmek i¢in RG2, deglikosilasyon enzimleri olan PNGaz F ve
Endo H ile birlikte eksprese edildi (Mamedov vd. 2017). Sekil 4.6'den goriilebilecegi gibi,
Western blot analizi ile PNGaz F veya Endo H enzimleri ile ekspresyon yoluyla RG2'nin
deglikosilasyonu teyit edilistir. Analiz sonucuna gore, glikosile edilmis RG2 (G) ile
deglikolize formlar1 karsilastirildiginda dP ve dE numunelerinde bant kaymasi
gbozlemlenmistir. Bu sonuglar, bitki tarafindan tretilen RG2 proteininin glikosile
edildigini dogrulamaktadir.
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dP dE G

< Glikozile
Deglikozile > n

Sekil 4.6. RG2 proteininin PNGaz F (dP) veya Endo H (dE) deglikosile edici enzimlerle
birlikte ifadesinin Western blot analizi. G: glikosile RG2; dP: PNGaz F enzimi ile
deglikosile eedilmis RG2; dE: Endo H enzimi ile deglikosile edilmis RG2

4.4.N. benthamiana Bitkilerinden Rekombinant RG2'nin Saflastirilmasi

Bitki tarafindan iiretilen RG2 proteini, Ni kolon afinite kromatografi metodu ile
saflastirildi. Saflastirma islemi i¢in, HisPur ™ Ni-NTA Rezini (ThermoFisher, Kat. No.
8822) kullanilarak saflagtirildi. 20 gr donmus bitki yapraklari homojenize edildi ve ii¢
kat1 hacimde bir ekstraksiyon tamponunda (20 mM sodyum; fosfat, 0.3 M NaCl, 20
mMimidazol, pH 7.4) ekstrakte edildi. Ekstrakt 20000g°de 13 dakika +4°C’de santrifiij
edilerek berraklastirildi. Filtrelenen siipernatan, dengelenmis (20 mM sodyum fosfat, 0.3
M NacCl, 10 mMimidazol, pH 7.4) kolondan gegirildi. Kolon, 10 kolon hacminde (CV)
yikama tamponu (20 mM sodyum fosfat, 0.3 M NaCl, 25mMimidazol, pH 7.4) ile
yikand1. Proteinler 10 CV eliisyon tamponu (20 mM sodyum; fosfat, 0.3 M NaCl, 250
mMimidazol, pH 7.4) ile kolondan ayrildi. Protein (~ 0.5 CV) igeren fraksiyonlar
birlestirildi ve 10 k MWCO Millipore konsantrator ile 300 pl nihai hacme konsantre edildi
ve fosfat tamponuna (PBS) karsi tampon degistirildi. Konsantre protein -80°C'de
saklandi. Saflastirilmis RG2 proteini SDS-PAGE ve Western blot analizi ile incelendi.
Sekil 4.7°de goriildiigi gibibitki tarafindan iiretilen RG2 proteini, ~60 kDa'lik bir MM'ye
sahip tek bir protein olarak goriinmektedir. RG2'nin saflig1 yaklasik %350 1di. RG2
proteininin saflagtirma verimi ~32 mg/kg bitki yapragi olmustur.
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Sekil 4.7. Bitkide tiretilmis RG2 proteininin HisPur™ Ni-NTA Regine kolonu ile N.
benthamiana yapraklarindan saflastirilmasi. Saflagtirilan RG2 proteini, SDS-PAGE (A)
ve Western blot (B) ile analiz edilmistir. F: Ham ekstrakt fraksiyonundan (HisPur™ Ni-
NTA Resin kolonuna yiiklenen) almman 6rnek; FT: Kolondan gegirildikten sonra elde
edilen akinti;; W: Yikama fraksiyonu; E: Elute edilmis, birlestirilmis fraksiyon (10 ul); C:
Konsantre edilmig elute fraksiyon (2 png) bir jele yiiklendi. M: 6nceden boyanmis protein
standardi (SDS-PAGE i¢in); M: MagicMark XP Protein Standardi (Western Blot)
Fraksiyonlar (F, Ft ve W) jele SDS-PAGE analizi i¢in 10 pg olacak sekilde yiiklenirken
Western Blot i¢in 200 ng seklinde yiiklendi

4.5.N. benthamiana Bitkilerinde RG3'nin Ekspresyonu ve Ekspresyon onayi

Trimerik yapiya sahip olacak sekilde tasarlanmig G proteini olan RG3 proteini N.
benthamiana bitkisi kullanilarak iiretilmis ve Western blot analizi ile incelenmistir. Sekil
4.8’de goriilecegi gibi, RG3 (trimerik) proteini N. benthamiana bitkisinde basariyla
eksprese edilmistir.
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Sekil. 4.8. Nicotiana benthamiana bitkilerinde iiretilen RG3 proteininin Western blot
analizi. Bitki tarafindan tdretilen ve Endo H enzimi ile deglikosile edilmis PA83
(Mamedov vd. 2017) proteini 25 ng ve 100 ng olacak sekilde yiiklenerek standard protein
olarak kullamlmstir. C: Infiltre edilmemis kontrol bitkisi. Serit 1 ve 2 ise farkli secilen
Agrobacterium kolonileri ile infiltre edilen bitki dziitleri

4.6.N. benthamiana Bitkilerinden Rekombinant RG3 Proteininin Saflastirilmasi

RG3 proteini yukarida tarif edilen RG2 proteininde oldugu gibisaflastirildi. RG3
proteininin kismen saflastirilmis, toplanmis ve konsantre edilmis fraksiyonunun Western
blot analizi Sekil 4.9 'te sunulmustur. RG3 proteinin saflagtirma verimi ~ 20 mg/kg bitki
yapragi olmustur.

dPA83 ,standard

— RG3

25 50 100 >°°N9

.“"

Sekil 4.9. Kismen saflagtirllmis RG3'in western blot analizi. dPA83, standart protein
olarak kullanilan bitki tarafindan tiretilen bir protein; RG3 proteini ise kuyuya500 ng
olarak ytiklendi
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47. RG2ve RG3 Proteininin Bitki infiltrasyonu, Saflastirilmasi ve Protein
Miktar Belirlemesi

RG2 ve RG3 proteinlerinin saflastirilmasi igin, bitkide iiretilen RG2 ve RG3
proteinleri Ni-resin kolon kullanilarak piirifiye edilmistir. RG2 ve RG3 proteinleri
yeterince saf olmadigi i¢in, immunojenisite ¢alismalarinda kullanilmak iizere protein
miktarini tayin etmek i¢in RG2 ve RG3 proteinlerine Western Blot analizi yapild1 (Sekil
4.10). Sekil 4.10°da gorildiigii gibi hem monomerik RG2 hem de trimerik RG3'lin
molekiiler kiitlesinin birbirine ¢ok yakin oldugubulunmustur.

RG3 RG2
R S PR S—
1 % 1/4 1 % 1/4 < dilutions
g{PA83), ng
50 100
o G

GED s - -

Sekil 4.10. Ni-kolon kullanilarak 50-gram N. benthamiana yapragindan saflagtirilmis
RG2 ve RG3 proteinlerinin Western blot analizi. Western Blot analizi igin seyreltilmemis,
2 ve Vi seyreltilmis 6rnekler kullanilmistir. Proteinlerin miktari, yiiksek hassaslikta Gene
Tools (SyngeneBioimaging, UK) ve ImageJ(https://imagej.nih.gov/ij) programi
kullanilarak belirlenmistir

4.8.RG2 Proteininin Farelerde Immunojenisite Calismalari

Fareler, ti¢ haftalik araliklarla (0, 21 giin) %0,3 Alhidrogel'e adsorbe edilmis
saflastirilmis RG2 proteininden (5 pg) iki doz aldi. Ornekler 42.giinde (2. asilama
sonrasi) toplandi ve bir IgG ELISA ile anti-RG2 antikor tepkileri agisindan
degerlendirildi. ELISA sonucuna gore, bitkide tiretilen RG2 antijeninin farelerde
olusturdugu IgG yanitlari, farelerde alum adjuvani ile 6nemli 6l¢iide daha yiiksek antikor
titrelerini indiikleyebildigini gosterdi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Farelerde bitkide tiretilen RG2 antijeninin immiinojenite ¢alismasi. Fareler, 0
ve 21 galisma giinlerinde IM olarak 5 ug (alumn ile) bitki tarafindan {iretilen RG2 proteini
ile agilandi. Calismanin 42. giiniinde (2. asilamadan sonra) ornekleri topland1 ve ELISA
ile anti-RG2 IgG tepkileri i¢in analiz edildi. A: 42. giinden itibaren elde edilen biitiin fare
serumlarin farkl diliisyonlarinda RG2'ye 6zgii [gG'nin saptanmasi. B: 42. giinde RG2'ye
ozgi farkli seyreltmelerle fare serumunda IgG titrelerinin saptanmasi. Grafikteki her
nokta, her biri i¢in li¢ kopyadan tiiretilmistir. RG2 ile indiiklenen serumlarin ve kontrol
olarak PBS ile indiiklenen serumlarin antikor tepkisini karsilastirmak i¢in tek yonlii
ANOVA testi kullanildi. *p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001 (n=6 fare/grup)
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4.9.RG3 Proteininin Farelerde Immunojenisite Cahsmalari

Bitkide iiretilen RG3 proteini ile bagisiklagtirilmis farelerden elde edilen
serumlarda iiretilen anti-RG3 antikor tepkileriELISA ile degerlendirildi. Bitkinin tirettigi
RG3 antijeninin farelerde olusturdugu IgG yanitlar1 6nemli 6lglide daha yiiksek antikor
titrelerini indiikleyebildigini gosterdi (Sekil 4.12). 5 ug RG3 ile asilanan fareler, ayni
miktarda RG2 protein ile asilanan ile karsilastirildiginda daha yiiksek titreli antikor ortaya
cikardi.
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Sekil 4.12. Bir adjuvan olarak Alhydrogel kullanilarak bitki tarafindan iiretilen RG3
proteini ile immunize edilen farelerde ortaya ¢ikan IgG tepkileri. Fareler; 0. ve 21.
calisma glinlerinde 5 pg bitki tarafindan iiretilen RG3 proteini ile asilanmistir. ELISA ile
bitki tarafindan tiretilen RG2 proteinine 6zgii farkli seyreltmelerle fare serumundaki IgG
titreleri tespit edildi. Grafikteki her nokta, her seyreltme i¢in ii¢ kopyadan tiiretilmistir *
p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001
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5. SONUCLAR

G proteini membrane domainli bir protein oldugu i¢in, ekspresyon sistemlerinde
proteinin ¢oziinlir formunu tliretmek ¢ok zordur. Bu nedenle bu ¢alismada G proteininin
hem tam boyutlu kesilmemis hemde kesik formlarini N. benthamiana bitkisinde basariyla
iretildi. Sonuglari: bitkilerde yiiksek seviyede ve yiiksek saflagtirma verimi ile kesilmis
G proteini formunun eksprese edilmesinin uygulanabilirligini gostermektedir. Onemli
olarak, bitki tarafindan {iretilen saflagtirilmis kesilmis G proteini formu, énemli 6l¢iide
daha yiiksek antikor titreleri ortaya ¢ikarmaktatir. Trimerik RG3 ile immiinize edilmis
fareler, ayn1 miktarda agilanmis monomerik RG2 proteini ile karsilastirildiginda daha
yiiksek titre antikoruna sahiptir. Bu nedenle, calismanin bulgulari, N. benthamiana
bitkisinde tiretilen G proteininin kesilmis formunun, kuduz viriisiine kars1 umut verici,
uygun maliyetli, yliksek oranda immiinojenik ve giivenli bir as1 adayr olabilecegini
gostermektedir.
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