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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

ALERJENIK BIiTKi LiPiT TRANSFER PROTEINININ BIiYOTEKNOLOJIiK
URETIMI

Narmin AGHALAROVA

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Emine Sekiire Nazh ARDA

Alerji diinya capinda yaygin bir hastaliktir ve goriilme siklig1 giderek artmaktadir. immiin
sistemi c¢esitli sekillerde uyararak alerjik reaksiyonlara yol agan en onemli molekiil grubu
proteinlerdir. Alerjen proteinler ¢esitli kaynaklardan gelmektedir. En iyi bilinen kaynaklardan
biri aeroalerjen olan polenlerdir.

Polenlerdeki yaygin alerjenlerin tanimlanmasi ve biyoteknolojik yontemlerle {iretilmesi,
alerjinin molekiiler mekanizmasini aydinlatmaya yonelik temel bilim ¢aligmalari i¢in 6nemli
oldugu gibi, alerji tan1 ve tedavisinde de gelismelere yol agacagindan giincel arastirma konulari
icinde yer almaktadir.

Bitkilerdeki spesifik olmayan lipit transfer proteinlerinin (nsLTP’ler), 6zellikle Akdeniz
ilkelerinde siklikla goriilen polen ve gida alerjilerine neden oldugu bilinmektedir. Polenlerde
bulunan nsLTP’lerin alerjenik 6zellikleri bitki tiiriine, cografi bdlgeye ve cevresel kosullara
gore degisir. Alerjenitesinin yiiksek oldugu bilinen Morus alba (akdut) polenindeki nsL'TP
tizerine bir ¢caligma bugiine kadar yapilmamustir.
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Bu ¢aligmanin temel amaci, gelecek g¢alismalarda kullanmak iizere, M. alba polenindeki
nsLTP’yi biyoteknolojik olarak tiretmektir.

Calismanin ilk asamasinda, M. alba polenlerinden total RNA izolasyonu yapildi ve daha sonra
RT-PZR ile cDNA Kkiitiiphanesi olusturuldu. cDNA kiitiiphanesindeki nsLTP geni uygun
primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi ve Sanger DNA dizileme yontemi ile gen dizisi
dogruland1. nsLTP geni, uygun restriksiyon enzim kesim noktalarinin dizilerini i¢eren primerler
kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. PZR iiriinii 6xHis etiketi tasiyan pQE-2 vektoriine klonland1 ve
ardindan Escherichia coli BL2 1 (DE3) hiicreleri bu vektorle transforme edildi. Transformant E.
coli hiicreleri koloni PZR yontemi ile segildi.

Calismanin ikinci asamasinda, rekombinant nsLTP proteinini bol miktarda iiretmek icin
caligma hacmi artirildi ve transformant hiicrelerdeki protein sentezi izopropiltiyo-p-D-
galaktopiranosid (IPTG) ile indiiklendi. Hiicre toplama ve parcalama islemlerinin ardindan
izole edilen total proteinler, histidin etiketli nsLTP’nin saflastirilmast i¢in immobilize metal
afinite kromatografisi (IMAC) sistemine yiiklendi. imidazol ile eliie edilen rekombinant
proteinin miktar1 bisinkoninik asit (BCA) yontemiyle belirlendi. nsLTP’yi izlemek ve IgE
baglama kapasitesini, M. alba polen alerjisi olan hastalarin serumlariyla Western blotlama
yaparak test etmek i¢in elektroforetik ayrimlar ve analizler yiiriitiildi.

Sonug olarak dogal protein gibi alerjenik 6zelliklere sahip, yiiksek miktarda, saf rekombinant
nsLTP basartyla tiretildi.

Bu ¢alismada elde edilmis biyoteknolojik iirtin, LTP’lerin alerji gelisimindeki roliinii daha iyi

anlamak icin yiiriitiilecek ileri temel ve klinik caligmalarda kullanilabilir. Ayrica gelecekte,
Ozgiin alerji tan1 ve tedavi stratejilerinin ve araglarinin bir pargasi olabilir.

Temmuz 2020, 72 sayfa.

Anahtar kelimeler: Polen alerjisi, lipit transfer proteini, alerjenik protein, rekombinant alerjen,
Morus alba.
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Allergy is a widespread disease worldwide, and its incidence gradually increases. The most
important group of molecules leading allergic reactions by exciting the immune system
diversely are proteins. Allergen proteins arise from various sources. One of the most well-
known sources are aeroallergen pollens.

Identification and biotechnological production of common allergens in pollens are not only
important for basic science studies intending to enlighten molecular mechanism of allergy, but
also take part in current research topics, since they lead to developments in allergy diagnosis
and treatment.

Non-specific lipid transfer proteins (LTPs) in plants are known to cause pollen and food
allergies, that are common in especially Mediterranean countries. Allergenic properties of
nsLTPs in pollen vary according to plant species, geographic region and environmental
conditions. No study has been conducted up to date on the nsLTP in Morus alba (white
mulberry) pollen known to have high allergenicity.
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The main purpose of current study is the biotecnological production of nsLTP in M. alba pollen
for further use.

In the first step of the study, total RNA was isolated from M. alba pollens and a cDNA library
was constructed using RT-PCR. The nsLTP gene in cDNA library was amplified with
appropriate primers by PCR from this cDNA library and the accuracy of the gene sequence was
confirmed by Sanger DNA sequencing method. The nsLTP gene was amplified by PCR with
primers containing sequences of proper restriction enzyme breakpoints. PCR product was
cloned into the pQE-2 vector carrying 6xHis tag, followed by E. coli BL21 (DE3) cells were
transformed with this vector. Transformant E. coli cells were selected by the colony PCR
method.

In the second step of the study, working volume was increased and protein synthesis in
transformant cells was induced with isopropylthio-B-D-galactopyranoside (IPTG) to produce
high amount of recombinant nsLTP protein. Total proteins isolated after the cell collection and
disruption were loaded onto the immobilized metal affinity chromatography (IMAC) system
for the purification of his tagged nsLTP. Amount of recombinant protein eluted with imidazol
was detected with bicinchoninic acid (BCA) method. Electrophoretic separations and analyses
were carried out in order to trail nsLTP, and to test its IgE binding capacity by Western blotting
with the sera of patients allergic to M. alba.

As a result, high amount of pure recombinant nsLTP having allergenic properties like natural
protein was successfuly produced.

Biotechnologial product obtained in this study can be used further basic and clinical studies for
a better understanding the role of LTPs in allergy progression. Besides, it can be a part of
specific diagnosis and treatment strategies and tools in the future.

July 2020, 72 pages.

Keywords: Polen allergy, lipid transfer protein, allergenic protein, recombinant allergen,
Morus alba.
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1. GIRIS

Alerji; solundugunda, yutuldugunda, dokunuldugunda veya enjekte edildiginde karakteristik
semptomlara neden olan spesifik bir maddeye kars1 asir1 duyarliliktir. immiin sistemi uyararak
alerjik reaksiyonlara neden olan maddelere “alerjen” denir. Alerjenler, genel olarak polenlerde,
toz akarlarinda, hayvanlarin deri dokiintiilerinde, boceklerin venomlarinda ve digkilarinda,
kiiflerde, yiyeceklerde ve bazi ilaglarda bulunabilen ve IgE antikor tepkisi ortaya ¢ikarabilen
proteinler, glikoproteinler, lipoproteinler veya proteine konjiige kimyasallar veya bunlarin

karigimindan olusur (Hamilton, 2019).

Polen alerjenleri, sanayilesmis iilkelerde niifusun %30 kadarin etkileyen tip I alerjilerin ana
nedenlerinden biridir. Polen yayilimi biiyiik 6lciide floraya baghdir. iklim degisiklikleri de,
polen mevsimlerinin siiresini ve yogunlugunu etkiler ve kirlilikle birlikte solunum alerjisi ve
astim vakalarmin artmasma katkida bulunabilir (Pablos ve dig., 2016). Ozellikle yogun
yaplagmanin oldugu biiyiik sehirlerde ve ¢evre kirliliginin arttig1 bolgelerde alerjenik polen
cesidi sayis1 fazlalagsmakta, yeni alerjen molekiiller ortaya ¢ikmaktadir (D’ Amato ve dig., 2007;
Gilles ve dig., 2018).

Moraceae (dutgiller) ailesinin bir tiyesi olan Morus alba L. (akdut) diinya genelinde
yetistirilmekte olan, tibbi 6zelliklere sahip, ¢ok fonksiyonlu bir bitkidir. Dut agacinin farkli
boliimleri besleyici 6zelliklerinin  yan1 sira igerdikleri fitokimyasallar ve tasidiklari
farmakolojik 6zellikler nedeniyle halk arasinda veya yem, gida, kozmetik ve ilag sektdriinde
genis capta kullanilmaktadir (Chan ve dig., 2016). Genis bir yayilim gosteren M. alba polenleri
ile, ispanya ve Hindistan’da yapilan klinik ¢calismalar, polen-yayma déneminde (Nisan-May1s)
Oonemli bir aeroalerjen kaynagi oldugunu ortaya koymustur (Sneller ve dig., 1993; Subiza ve
dig., 1995, Singh ve Kumar, 2003). Akdut polenlerinin astim, alerjik rinit ve alerjik konjonktivit
gibi alerjik hastaliklari, ayrica temas yoluyla iirtiker hastaligini tetikledigi rapor edilmistir
(Navarro ve dig., 1997). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada da, M. alba polenindeki bazi
proteinlerin bir grup alerji hastasindan alinan kan 6rneklerindeki IgE ile siddetli reaksiyon
verdigi gosterilmistir. Bunlardan bir tanesinin metil transferaz oldugu bulunmus (Cetereisi ve
dig., 2019) olmakla birlikte digerleri hala tanimlanmamistir. Karadut (Morus nigra)’da yapilan

bir calismada Mor n 3 olarak adlandirilan lipit transfer proteini izole edilmis ve alerjenik



aktivitesi ortaya konulmustur (Ciardiello ve dig., 2010). Ayrica, Pakistan’da yapilan bir
arastirmada kagit dutu, diger adiyla Acem dutunda (Morus papyrifera) 10-kDa molekiil
agirhiginda alerjenik bir protein rapor edilmis, molekiil agirligina gore bunun da bir tiir LTP

oldugu ileri siiriilmiistiir (Micheal ve dig., 2013).

Bitkisel kaynakli spesifik olmayan lipit transfer proteininin (nsLTP), o6zellikle Akdeniz
tilkelerinde siklikla goriilen gida ve polen alerjilerine neden oldugu bilinmektedir (Scheurer ve
dig., 2004; Asero ve dig., 2001, Asero ve Pravettoni, 2013). Akdeniz meyvelerine alerjisi olan
yetiskin hastalarin tizerinde Rosaceae meyvelerinden elde edilen nsLTP'lerle yapilan klinik bir
caligmada, bu proteinlerin IgE’nin aracilik ettigi alerjik reaksiyonlarda rol oynadiklari ve
beklenmedik bir yapisal 6zellige sahip olduklar1 ortaya ¢ikmistir (Salcedo ve dig., 2007). Dort
adet korunmus distilfid kopriisii ile stabilize edilen dort a-heliksli yapiya sahip nsLTP'ler,
proteaz ve termal islemlere oldukca direnglidir. Diger alerjenlere kiyasla nsLTP’lerin daha
siddetli ve sistemik reaksiyonlara neden olmasinin altinda bu stabilitenin yattig1 ileri

stiriilmektedir (Scheurer ve dig., 2004; Asero ve dig., 2001).

Alerjik hastaliklarin  goriilme sikligr giderek artmaktadir. Alerjenlerin tanimlanmasi,
izolasyonu, biyokimyasal ve immiinolojik karakterizasyonu bu molekiillerin IgE antikor
tiretimini nasil indiikledigini ve bdylece alerjik reaksiyonlar1 nasil tetikledigini anlamak i¢in
cok oOnemlidir. Ayrica saflastirilmis alerjenler (dogal veya rekombinant), teshis araglarini
standartlagtirmak ve gelistirmek, immiinoterapi protokollerini rasyonel hale getirmek icin de

1yi bir ¢6ziim yoludur (Valenta, 2002).

Alerjik hastaliklarin tam1 ve tedavisinde kullanilabilecek iiriinler arasinda rekombinant
alerjenler de yer almaktadir. Bugiine kadar Escherichia coli ve Pichia pastoris'te basarili bir
sekilde iiretilmis bircok LTP vardir (Bogdanov ve dig., 2015; Dubiela ve dig., 2019).
Prokaryotik bir model organizma olan E.coli, mikrobiyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda
ozellikle rekombinant DNA calismalarinda konak organizma olarak yaygin kullanima sahiptir
(Al-Hejin ve dig., 2019; Xie ve dig., 2019). Dogal molekiile benzeyen rekombinant alerjenler,
ayni kaynaktan gelen diger alerjenlerden arindirilmis olma avantajia sahip olmalariin yani
sira, yliksek miktarlartyla genis capli arastirmalarin yapilabilmesine elveriglidirler. Spesifik
IgE’lerin serumdaki diizeyini belirlemede saflagtirilmis rekombinant alerjenlerin kullanimi
doksanli yillardan beri arastirilmaktadir. Cok ¢esitli alerjen molekiiller icinde sadece bazi

diziler veya bolgeler (epitoplar) immiinogenisite ve alerjenisiteden sorumlu oldugundan,



Valenta ve dig. (1999) “rekombinant alerjen-temelli komponent-¢6ziimlii diagnostik (CRD) ve
immiinoterapi (CRIT) yaklasimlarin1 dnermislerdir. Bu yaklagimlar giiniimiizde de gecerligini
korumakta ve son yillarda 6nemi giderek artan alerji asilarinda da etkinligin ve giivenligin

rekombinant alerjenlerle artilabilecegi 6n goriilmektedir (Jutel ve dig., 2012).

Bu tez ¢alismasinin amaci, M. alba’nin nsLTP proteinini E.coli’de rekombinant olarak {ireterek
saf bir sekilde elde etmek ve IgE baglama kapasitesini degerlendirmek; boylece ileri
arastirmalarda ve glinlimiizde oldukc¢a problemli olan alerji tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek

yeni bir biyoteknolojik {iriin ortaya koymaktir.

Calismanin ilk agsamasinda M. alba poleninden total RNA izolasyonu yapildi ve ardindan total
RNA’dan ¢cDNA kiitiiphanesi olusturuldu. Hedef gen, bu cDNA kiitiiphanesi kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. Lipit transfer proteininin tam gen dizisini

belirlemek i¢in PZR iiriiniiniin niikleotid dizilemesi yapildi.

Ikinci asama, nsLTP geninin ve 6xHis etiketli pQE-2 plazmid vektdriiniin uygun restriksiyon
enzimleriyle kesimi ve genin vektore ligasyonu islemlerini kapsamaktadir. Daha sonra E.coli
hiicreleri ligasyon {irlinii ile transformasyona ugratildi. Segici besiyerinde ¢ogaltilarak tespit

edilen transforme koloniler, koloni PZR ile dogrulandi.

Ucgiincii asamada, transforme koloniler biiyiik hacimli s1v1 besiyerinde iiretildi. Bu hiicrelerden
izole edilen proteinler immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC) sistemine uygulanarak
histidin etiketli rekombinant protein saflastirildi. Safligt SDS-PAGE ile dogrulanan
rekombinant nsLTP’nin IgE baglama kapasitesi, M. alba polen alerjisi olan hastalarin serumlari

ile gerceklestirilen Western isaretleme (“immunoblotting”) teknigiyle degerlendirildi.

Yapilan bu ¢alisma ile M. alba poleninde bulunan nsLTP ilk kez rekombinant olarak
tiretilmistir. Sabit kalitede, saf olarak ve yiliksek miktarda iiretilen rekombinant nsLTP ile daha
ileri temel aragtirmalar ve genis hasta gruplarinda klinik ¢aligmalar yapmak miimkiindiir.
Ayrica bu biyoteknolojik {iriin, gelecekte yeni alerji tan1 ve tedavi yaklagimlarinin ve araclarinin

onemli bir pargasi olabilir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ALERJI

Diinya Alerji Orgiiti (WAO, “World Allergy Organization™) ve Avrupa Alerji ve Klinik
Immiinoloji Birligi (EAACI, “European Academy of Allergy and Clinical Immunology”)
tarafindan Onerilen giincel bilimsel terminolojide alerji, spesifik immiinolojik mekanizmalar
tarafindan baglatilan bir asir1 duyarlilik (hipersensitivite) reaksiyonu olarak tanimlanmaktadir
(Johansson ve dig., 2004). Asir1 duyarlilifa yol agan antijenler olarak tanimlanan alerjenlerin
(Johansson ve dig., 2004) en yaygin kaynaklari polenler, lateks, bocekler, ev hayvanlari, kiifler,
yiyecekler ve ilaglardir (https://www.aafa.org/types-of-allergies/). Alerji antikor-aracili veya
hiicre-aracili sekilde gelisebilir. Coombs ve Gell (1963) tarafindan yapilan siniflandirmaya gore
alerjiler patofizyolojik 6zellikleri farkli 4 tipte incelenir: Tip I, anafilaktik (IgE aracili) asiri
duyarhilik reaksiyonu; Tip II, sitotoksik asir1 duyarlilik reaksiyonu; Tip III, immiin kompleks
tipi asir1 duyarlilik reaksiyonu; Tip IV, hiicresel (gecikmis) asir1 duyarlilik reaksiyonu (Tablo
2.1) (Abbas ve dig., 2012) .

Tablo 2.1: Asir1 duyarlilik reaksiyonlari igin Coombs ve Gell siniflandirmasi (Abbas ve dig., 2012).

e Tip-I Tip- 1l Tip-1V
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Astimin nedeni ve kaliciligr ile iliskili ana faktorlerden biri olarak kabul edilen alerji, hafif
semptomlarla seyredebilecegi gibi potansiyel olarak yasami tehdit edici boyuta da ulasabilir
(Diaz ve dig., 2002). Antikorlarin aracilik ettigi Tip I — III humoral reaksiyonlar olarak da
adlandirilir. Humoral tipte olanlar giiniimiizde gecerligini korumakla birlikte, hiicre aracili olan

Tip IV i¢in alt siniflar 6nerilmistir (Rajan, 2003; Hamm, 2016).

Bir alerjenin viicuda girmesiyle bagisiklik sistemi, IgE antikorlar1 iiretmeye baglar. IgM tasiyan
B hiicrelerinde agir zincir degisiminden sonra IgE salgilanmasi i¢in B-hiicre aktivasyonu,
yardimci T hiicrelerine (“T helper”, Tn) bagimli (Th-bagimli) veya bu hiicrelerden bagimsiz (Tp-
bagimsiz) olarak iki sekilde gerceklesir (Durmaz, 2013).

s { 4
)1 Mg

Erken immiin
yanit

I

Fizyolojik etki

|

Geg immiin
yamt

Mast hiicresi

Sekil 2.1: Tp-bagimli antijenlerle B hiicre aktivasyonu ve sonuglari (Alessandra ve dig., 2002).

Sekil 2.1°de gosterildigi iizere, Th-bagimli antijenlerle B hiicre aktivasyonunda, oncelikle
antijenin Ty hiicre tarafindan taninmasi ve antijene 6zgii B hiicresinin aktive edilmesine gerekir.
IgM ve IgD ekprese eden B hiicreleri agir zincir izotip (sinif) degisimi yaparak IgG, IgA ve IgE
tireten hiicrelere doniisiir. Bu sayede, farkli mikroorganizmalara veya alerjenlere kars1 en iyi
immiin yanit1 gerceklestiren farkli antikorlar iiretilir. IL-4 ve IL-13, IgE degisimini saglayan
onemli faktorlerdir. Mevcut gozlemler, IL-4 ve IL-13’{in alerjik hastaliklarin gelisiminde

onemli faktorler olabilecegini diisiindiirmektedir (Defrance ve dig., 1994). IL-4, IL-5 ve IL-6,



aktiflestirilmis B hiicrelerinin ¢ogalmasimi ve farklilagsmasin1 uyarir. Bununla birlikte,

eozinofillerin biiyliimesini ve farklilagsmasini uyarmada IL-5 de ¢ok 6nemlidir (Amin, 2012).

Th-bagimsiz B hiicre aktivasyonunda ise éncelikle, 600-1700 A genisliginde olan BCR ’nin (“B
Cell Reseptor”) antijen baglayan kismi ile antijenin epitopu arasinda nonkovalent bag olusur.
En az iki BCR’ye antijen baglanmasi sonucunda, sitoplazmik kisimlarinda sinyal
transdiiksiyonu i¢in gerekli olan, tirozince zengin ITAM (“immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs”’) motifleri bulunan CD79a ve CD79b molekiilleri tarafindan aktivasyon

sinyalleri gonderilir (Durmaz, 2013).

Tip I alerjide IgE nin dncelikle mast hiicreleri ve diger hematopoetik hiicreler tizerinde eksprese
edilen FceRI, CD23 (FceRII) ve diger reseptorlere baglanarak alerji gelisim siirecine aracilik
ettigi diisiiniilmektedir (Burton ve Oettgen, 2011). Alerjene 6zgii IgE, mast hiicrelerinin ve
bazofillerin yiizeyindeki yiiksek afiniteli reseptdr FceRI’e ve ayrica artan miktarda alerjen
alimma olanak saglayan antijen sunan hiicrelere (APC; “antigen-presenting cell”)
baglanmaktadir. Alerjene yeniden maruz kalindiginda reseptore bagli IgE’ler alerjenlerle
capraz baglanir, bu da tip I asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin gelismesine neden olan histamin,
platelet aktive edici faktor (PAF), enzimler, sitokinler, lipit mediatorler gibi molekiillerin

aktivasyonu ve salinmasi ile sonuglanir (Sekil 2.2) (Amin, 2012; Josephs ve dig., 2014).
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Sekil 2.2: Tip I asir1 duyarhlikta efektér mekanizmalar (Amin, 2012).



Alerji viicuttaki hemen hemen tiim organlar etkiler. Alerjik rinit en yaygin belirti olsa da alt
solunum yolu, konjonktiva ( goz ile gdzkapaklarini birlestiren zar), deri ve mide-barsak kanali
siklikla alerjik hastaliktan etkilenir. Alerjinin olabildigince erken ve dogru tanisi, hastaligin
tedavisi i¢in ¢ok onemlidir. Klinik tanida, hastalik oykiislinlin yanisira, ¢esitli in vivo testler
(deri prick testi, deri alt1 testi, yama testi, bronsial, nazal ve konjonktival provokasyon testleri,
gida testi) ve in vitro testler (nazal smir testi; serumda alerjene 6zgii IgE konsantrasyonunun
ELISA, RAST, CAP-RAST gibi tekniklerle belirlenmesi) uygulanir. Deri prick (¢izik) testinde,
onkolda steril bir lancet ile olusturulan ¢izik iizerine ¢ok az miktarda standardize alerjen
sollisyonu uygulanir ve alerjik reaksiyon sonucu olusan izler (kizariklik ve kabariklik) klinisyen
tarafindan izlenir. Test sirasinda pozitif kontrol olarak histamin ve negatif kontrol olarak alerjen
solusyonun hazirlandig1 ¢oziicii kullanilir. Negatif kontroliin izinden 2 mm daha biiyiik olan

izler pozitif sonug olarak degerlendirilir (Rusznak ve Davies, 1998).

Alerjik hastaliklardan sorumlu alerjenlerin dogru teshisi, alerjenden kaginma ve immiinoterapi
gibi alerjene 6zgii terapiler i¢in terapétik firsatlar sunar. Alerjene 6zgii immiinoterapi, zaman
icinde klinik ve immiinolojik tolerans elde etmek icin bir hastaya artan dozlarda alerjen
verilmesini igerir. Son yillarda aeroalerjenler i¢in dilalti immiinoterapisi (“SLIT-
sublingual/swallow immunotherapy”) gibi yaklasimlar gelistirilmektedir. Bu tedavi seklinin
ozellikle ¢ocuk hastalar icin daha kabul edilebilir bir tedavi haline gelmesi beklenmektedir

(Douglass ve O’Hehir, 2006).

Alerjik hastaliklar diinya ¢apinda popiilasyonu etkileyen énemli saglik sorunlarindan biridir.
Diinya Alerji Orgiitii (WAO)’ne gére, tiim popiilasyonun alerji prevalans1 %10-40 arasinda
degismektedir (Pawankar ve dig., 2013). EAACI’'nin (European Academy of Allergy and
Clinical Immunology) 2016 yilinda yaptig1 calistayda, kronik alerjik hastaligi olan 150
milyondan fazla Avrupali bulundugu bildirilmis ve 2025 yilina kadar tiim Avrupa niifusunun
yarisinin alerjiden etkilenecegi Ongoriilmiistiir (EAACI, 2016). Bu hastalik, popiilasyonu
yiiksek oranda etkileyerek bireylerin yagam kalitesini diistirmekte ve olusturdugu is giicli kayb1
ile de maddi kayiplara yol agmaktadir. Alerjik hastaliklarin daha iyi tedavileri edilebilmesi i¢in
yeni teknolojileri kullanarak hizli ve dogru tani yontemlerinin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir

(Johansson ve dig., 2001; Puc, 2003).



2.2. POLEN ALERJISI

Tohumlu bitkilerin erkek lireme birimleri olan, ¢ok farkli sekil ve renklerde kiigiik (cap1 5-300
um) tanecikler seklinde havaya dagilan polenler (Sekil 2.3) dis ortamdaki en Onemli
aeroalerjenlerdir (Taketomi ve dig., 2006; Smith ve dig., 2014). Havadaki polenler alerjenik
molekiiller igerirler ve solunum yoluyla burunda, bronslarda veya gozlerde birikerek alerjik
rinit (bahar alerjisi/saman nezlesi), alerjik astim ve konjonktivite neden olurlar (Cresti ve

Linskens, 2000).

S

Sekil 2.3: Taramali elektron mikroskobu ile goriintiilenmis ¢esitli polenler (Dartmouth Elektron
Mikroskopi ~ Unitesinde, William Crochot tarafindan tarafindan  goriintiilenmistir.)
(https://www.thoughtco.com/facts-about-pollen-373610).

Polen alerjisi (polinozis), ilk kez 1819’da Londra’da John Bostock tarafindan tanimlanmistir
(Bostock, 1819). Yirminci ylizyillda milyonlarca kisiye alerjik rinit ve alerjik astim tanisi
koyulmustur (Smith ve dig., 2014). Simdiye kadar yapilan ¢alismalar ile 150’den fazla polen
alerjeninin, ¢im, aga¢ ve yabani otlardan kaynaklanan alerjik siireclerde 6nemli rol oynadigi

bilinmektedir (Pablos ve dig., 2016).

En 6nemli alerjen kaynaklar1 cayir, aga¢ ve yabani ot polenleridir. Polenlerin atmosferde
bulunusu mevsime, iklime ve cografi bolgeye gore degisir; aga¢ polenleri ilkbaharin erken
doneminde, cayir (ot) polenleri yaz basinda ve yabani ot polenleri ise yaz ortasindan sonbahara

kadar atmosferde bulunarak alerji semptomlarina yol agmaktadir (Bigake1 ve dig., 2009).



Polenlerde bulunan en 6nemli alerjenler proteinler veya peptidlerdir, ancak polisakkaritler,
glikoproteinler ve lipoproteinler de alerjik reaksiyonlara neden olabilirler (Smith ve dig., 2014).
Alerjenik proteinler, genellikle, polen protoplastinin igine yerlesmis olup, rehidrasyon islemi
sirasinda kolayca salinmaktadir. Hus poleni alerjenleri olan Bet v 1 ve Bet v 2 i¢in gosterildigi
gibi, polenin susuz durumunda, alerjenler polen sitoplazmasinda, ¢ogunlukla ribozom
bakimindan zengin alanlara yakin bir yerde bulunurlar. Rehidrasyondan sonra, birka¢ dakika

icinde salinarak tiim polen yiizeyini kaplarlar (Asam ve dig., 2015).

Hava kirliligi polen tanelerinin {izerinde kontaminasyona ve sekil degisikliklerine yol acabilir
(Emberlin, 1998; Chehregani ve dig., 2004). Hava kirliliginin fazla oldugu bélgelerde bazi
polenlerin kimyasal iceriklerinin ve alerjenitesinin degistigi bildirilmistir (Ghanati ve Majd,
1995; Majd ve Kiabi, 1997). Yapilan ¢aligmalarda havadaki kirletici molekiillerin polenlerde
bulunan proteinlerin kirtlmasina veya polenlerin yeni proteinler sentezlemesine neden
olabilecekleri rapor edilmistir (Chakraborty ve dig., 1996; Majd ve dig., 2004). Bu yiizden
polenlerin alerjenik kompozisyonunu tahmin etmek kolay degildir (Cresti ve Linskens, 2000;

D’Amato ve dig., 2007).

Genel olarak, polen alerjenleri mevsimsel alerjik rinit ve astim i¢in 6nemli bir risk faktorii
olarak kabul edilir. Baz1 g¢aligmalar, alerjik rinitli hastalarin %50’den fazlasinin polen

alerjenlerine duyarli oldugunu géstermistir (Bousquet ve dig., 2008).

2.3. AKDUT VE ALERJENIK OZELLIiKLERIi

Akdut (Morus alba L.), Moraceae (Dutgiller) familyasinin Morus cinsine ait bir aga¢ tlirtidiir.
Basta Asya olmak iizere Diinyanin iliman iklim bdlgelerinde yetisen yaklasik 100 Morus tiiri
arasinda en yaygin olanlardan biridir (Pmar ve dig., 2018). Dut tiirlerinin yapraklar1 basta
ipekbdcegi yetistiriciligi olmak iizere hayvancilikta, meyveleri gida sektdriinde, govde ve ince
dallar1 ahsap el sanatlarinda kullanilir; ayrica dut agaclari sulama gereksinimlerinin az olmasi
nedeniyle peyzaj uygulamalarinda yer alir (Sanchez, 2002). Yapraklar1 ve meyveleri biyoaktif
molekiiller bakimindan zengin oldugundan son yillarda tibbi amagla kullanimlarma iliskin
arastirmalarin sayis1 da giderek artmaktadir (Rodrigues ve dig., 2019). Akdut ekstrelerinin de
antikanser, anti-enflamatuvar, anti-obezite, anti-mikrobiyal, antidiabetik etkileri rapor

edilmistir (Grajek ve dig., 2015).
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Bununla birlikte, akdut poleninin (Sekil 2.4) alerjik astim, alerjik rinit ve alerjik konjonktivit
gibi hastaliklar1 veya temas yoluyla iirtiker hastaligini tetikledigi rapor edilmistir (Sneller ve
dig., 1993; Subiza ve dig.,1995; Navarro ve dig., 1997; Singh ve Kumar, 2003; Ciardiello ve
dig., 2010). Ayrica, akdut meyvesinde, bir hastadaki IgE antikorlariyla reaksiyon veren 10- ve
18-kDa’luk alerjenler rapor edilmis ve bunlarin Betula poleni ile de ¢apraz reaksiyona girdigi
gosterilmistir (Navarro ve dig., 1997). Istanbul’da yiiriitiilmiis multidisipliner bir ¢alismada
akdut poleninin giiclii bir alerjen kaynagi oldugu klinik testlerle ortaya koyulmus, serum IgE
ile reaksiyon veren proteinlerden birinin metil transferaz oldugu proteomik analizlerle
belirlenmis (Cetereisi ve dig., 2019) ve bu protein rekombinant DNA teknolojisiyle tiretilmistir

(Aksiit, 2017).

. oy ", .
- NN, Filament

Sekil 2.4: Stamenleri (erkek gamet) igeren ¢igek tomurcugu. a) Antere bagh bikiilmis filamentler.
b) Antezden sonra agilmis filamentler (Olgek ¢izgisi= 4 mm) c¢) Patlamis anterden polenlerin
dagilimi (Taylor ve dig., 2006).

2.4. LIiPIT TRANSFER PROTEINLERI

Lipit transfer proteinleri (LTP’ler), lipitleri baglayan ve transfer eden, fonksiyonel olarak
onemli bitki proteinleridir. Bu proteinler, baslangigta fosfolipit degisim proteinleri, daha sonra
fosfolipit transfer proteinleri olarak adlandirilmistir (Kader, 1996). Bu proteinlerin sadece
fosfolipitleri degil, diger hidrofobik molekiilleri de ligand olarak bagladiklar1 anlasildiktan
sonra, spesifik olmayan (“non-specific”) lipit transfer proteinleri (nsLTP’ler) olarak anilmaya

baslanmiglardir (Finkina ve dig., 2016).

nsLTP’ler, C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C genel formunda sekiz sistein motifi (§CM)
tarafindan olusturulan, dort korunmus disiilfid kopriisii ile stabilize edilen dort a-heliks yapisina

sahiptirler (Sekil 2.5). Disiilfit kopriileri, nsLTP’nin, 1s1 ve denatiire edici maddelerin yikici
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etkisine direngli, ¢ok kompakt bir yapiya katlanmasini saglar (Liu ve dig., 2015). nsLTP alt
sinif molekiilleri olan nsLTP 1 ve nsLTP 2, dort disiilfit kopriisiiniin stabilize ettigi ortak bir
yaptya sahip olsalar da, bu iki molekiilde amino asit dizisi tamamen korunmus degildir, genel

olarak yaklasik %30 gibi diisiik bir dizi benzerligi vardir (Yeats ve Rose, 2008).

A B
| 1. tr1 | TV - —
C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C
c

Sekil 2.5: Bitki nsLTP’lerinin yapisal 6zellikleri. A ve B’de 8 adet sistein kalintis1 (birincil yap1) ve
sistein kalintilar1 arasindaki dort disiilfit kopriisii (ikincil yap1) géstermistir; siyah baglantilar tip
1 ve tip 2 nsLTP’ler arasindaki ortak baglantt modunu, kirmizi ve yesil baglantilar ise tip 1 ve tip
2 nsLTP’ler arasindaki farkli baglanti modlarin1 gosterir (yliksek oranda korunan konumlardaki
sistein kalintilar1 ‘C’ ile, n sayidaki diger amino asit kalintilar1 ‘Xn’ ile gosterilmistir). C’de
nsLTP 1’in, D’de nsLTP 2’nin {iglinciil yapis1 goriilmektedir (Liu ve dig., 2015).

nsLTP’lerin uzaysal yapilarindaki ortak 6zellik, ligand baglama bdlgesini barindiran hidrofobik
bir bosluga sahip olmalaridir. Tersiyer katlanmanin spesifik 6zelliklerine bagli olarak, lipit
baglama Ozelligi, farkli nsLTP tiyeleri arasinda degismektedir. Bazi nsLTP’lerin oldukca
spesifik ligandlar1 varken, digerleri ¢ok cesitli lipitleri baglar ve aktarirlar. Baz1 nsLTP’ler bir
veya iki lipit molekiiliinii baglayabilirken, bazilar1 serbest lipitleri baglayamaz (Finkina ve dig.,

2016).

Son donemlerde bitkinin dogustan gelen bagisiklik sisteminin molekiiler faktorleri arasinda
genis bir biyolojik aktivite spektrumu sergileyen nsLTP’ler daha da ilgi ¢ekici hale gelmistir.
Ozellikle Akdeniz iilkelerindeki alerji hastalarinin, bazi gidalardan ve polenlerden gelen

nsLTP’lere kars1 duyarliliginin ¢ok yaygin ve yiiksek olmasi, alerjenik nsLTP spektrumunun



12

tanimlanmasinin ve tiirler arasindaki ¢apraz reaktivite derecelerinin belirlenmesinin klinikte

cok onemli oldugunu gostermektedir (Finkina ve dig., 2016).

Arastirmacilara gére nsLTP’ler, sahip olduklar ii¢ ana 6zellik nedeniyle 6nem tasimaktadir.
[1ki, bitki nsLTP’lerinin lipitleri baglama ve transfer etme kabiliyetidir. Ikinci 6zellik, bitkinin
dogustan gelen bagisikliginin bileseni, yani savunma proteinleri olmalaridir. Ugiinciisii ise,

klinik olarak en 6nemli bitki alerjen siiflarindan birini olusturmasidir (Finkina ve dig., 2016).

nsLTP’lerin proteolitik sindirime kars1 direncgli olmalarinin yani1 sira, IgE baglama
kapasitelerinde 6nemli bir kayip olmadan 1s1l islemlere (100-120°C’ye kadar) karsi koydugu
gosterilmistir (Brenna ve dig., 2000). Bu iki 6zellik nedeniyle de, bira, sarap, meyve sular1 ve
regeller gibi islenmis bitki tiirevli iriinlerde aktif nsLTP alerjenlerinin bulunabilecegi

bildirilmistir (Garcia-Casado ve dig., 2001).

2.4.1. Alerjen nsLTP’ler

nsLTP’ler hem meyve, hem de polenlerde, IgE’ nin aracilik ettigi reaksiyonlarda yer alan bir
pan-alerjen ailesi olarak, insan sagligina etkisi ile son yillarda ilgi odagi haline gelmistir. Farkl
yonleri ile ilgili yaymlanmis 700’den fazla makaleden yaklasik %30°u, nsLTP’lerin alerjenik

ozelliklerine odaklanmaktadir (Salminen ve dig., 2016).

nsLTP’lerin distilfit baglar ile stabilize edilmis yapisi, sindirim enzimleriyle parcalanmaya
kars1 yiiksek direng gosterir ve proteinlerin dogal immiinojenik formda insan bagirsagina
ulagmasin saglar ve duyarlilifa neden olur (Palacin ve dig., 2009). LTP’lerin, ¢esitli islenmis
gidalardaki (meyve sulari, receller, bira, sarap, vb.) alerjenik kapasitesi, kimyasal ve enzimatik
degradasyona direc¢lerinin yani sira, termal denatiirasyona da duyarli olmayan, oldukg¢a kararlt
bu yapilartyla agiklanmaktadir (Salcedo ve dig., 2004). Degisik bitkisel kaynaklardan gelen
LTPI alerjenleri Tablo 2.2°de gdsterilmistir.
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Tablo 2.2: Farkli kaynaklardan gelen LTP1 alerjenleri (Finkina ve dig., 2016).

Meyveler LT.PI . Sebzeler LTP1 alerjeni
alerjeni
Prunus persica Asparagus officinalis
(seftali) Prup 3 (kuskonmaz) Aspaol
Prunu; AVIII - Pruav3  Lactuca sativa (marul) Lecs 1
(kiraz)
Malus domestica Mal d 3 Brassica oleracea Bra o3
(elma) (lahana)
Prunus domestica Lycopersicon esculentum
(erik) BTES (domates) BEe:
Citrus sinensis . Apium graveolens .
(portakal) Sl (kereviz) Api g2
Fragaria Fraa3 Tahillar LTP1 alerjeni
ananassa (¢gilek)
Corylus avellana
(findik) Cor a8 Zea mays (misir) Zeam 14
Juglans regia . .
(o) Jugr3 Oryza sativa (piring) Orys 14
Castanea sativa Triticum aestivum .
(kestane) SEIT (bugday) Tri 14
Phaseolus vulgaris Pha v 3
(fasulye)

Farkli kaynaklardan gelen nsLTP’ler arasinda Sekil 2.6’da gosterildigi gibi belli oranlarda

amino asit dizi benzerligi goriilmiistiir.

Alerjenler, ¢apraz reaktif alerjenler olarak da tanimlanabilir. Bir hastanin, sadece primer
sensitize edici alerjene kars1 degil, ayn1 zamanda 6nemli sekans homolojisi ve dolayisiyla, ortak
epitoplar nedeniyle diger bir alerjene karsi da IgE iiretebilece§i anlamina gelmektedir. Bu
durum filogenetik olarak iligkili tiirlerin alerjenleri ile ortaya ¢ikabildigi gibi, filogenetik olarak
birbirine benzemeyen tiirlerden gelen alerjenler arasinda da belirgin olabilir (Sekil 2.7). Bu

alerjenler, pan-alerjenler olarak bilinir (Stewart ve Robinson, 2017).
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Accession Mor Fra Cit Rub Pru Pru Pru Mal Vit Pru Pru Pyr Cor Art Par
numbers Allergen n3 a3 s3 i3 d3 p3 av3 d3 vi du 8 ar3 c3 a8 v3 j2
P85894 Mor n 3 100 75 73 72 70 70 70 70 69 68 68 64 62 61 30
Q4PLUO Fraa3 100 64 82 73 70 68 73 68 67 69 68 59 56 32
Q8L5S8 Cits 3 100 64 63 68 62 70 59 64 69 61 59 56 29
Q0Z8V0 Rubi3 100 74 69 70 75 61 67 68 n 61 54 31
P82534 Prud 3 100 88 87 82 60 91 91 77 59 51 30
QbRZZ3 Prup 3 100 87 79 61 97 91 75 56 52 26
QIM5X8 Pruav 3 100 83 63 89 85 79 59 53 26
Q5J026 Mal d 3 100 60 79 86 85 61 50 26
Q850K5 Vitv 1 100 60 58 63 53 56 34
B6CQU2 Pru du 8 100 89 78 62 52 25
P81651 Pruar 3 100 78 60 52 30
QIM5X6 Pyrc3 100 56 56 25
Q9ATH2 Cora8 100 57 26
POC088 Artv3 100 32
P55958 Par j 2 100

Sekil 2.6: Lipit transfer proteinleri arasinda amino asit dizi benzerligi (%) (Ciardiello ve dig., 2010).

LiPiT TRANSFER
PROTEINI

Olee7| Plaa3

Sekil 2.7: Alerjenik LTP proteinlerinin ¢apraz reaktivite oranlari (%). Koyu yesil kutular, ispatlanmis
IgE capraz reaktivitesinin oldugunu; agik yesil kutu, yiiksek dizi benzerligine gore IgE ¢apraz
reaktivitesinin olabilecegini; turuncu kutular ise kanitlanmis IgE ¢apraz reaktivitesinin olmadigim
veya sinirli oldugunu gésterir (Pablos ve dig., 2016).

Literatiirde Morus cinsine ait farkli tiirlerde nsLTP’nin alerjenik 6zelligini gdsteren bir¢ok
calisma mevcuttur. Morus nigra’dan Mor n 3 lipit transfer poteini izole edilmis ve alerjenik
aktivitesi ortaya konulmustur (Ciardiello ve dig., 2010). Ayrica, Pakistan’da yapilan bir
arastirmada Morus papyrifera’da 10-kDa molekiil agirliginda alerjenik bir protein rapor
edilmistir. Molekiil agirligt gbéz Oniinde bulundurularak onun da bir tiir LTP oldugu
distiniilmektedir (Micheal ve dig., 2013). M. alba meyvesinde ise, bir hastadaki IgE
antikorlartyla reaksiyon veren, 10- ve 18- kDa’luk alerjenler rapor edilmistir (Navarro ve dig.,
1997). Polen ve yapraklarda bulundugu bildirilen bu alerjenlerin kimlikleri heniiz belli degildir.
M. alba poleninin solunum yolu alerjilerine ve kronik {irtiker vakalarmma neden oldugu
gosterilmistir (Ciardiello ve dig., 2010). M. alba poleninin giliclii alerjen kaynagi oldugu

belirtilmis olsa da, bu tiirde sadece bir alerjen tanimlanmistir (Cetereisi ve dig., 2019).
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2.5. REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISI

Rekombinant DNA teknolojisi, modern biyoteknoloji ¢agmi baslatmstir. ilk rekombinant
DNA (rDNA) molekiilleri, 1973 yilinda, Stanford Universitesi ve California San Francisco
Universitesi’nden Paul Berg, Herbert Boyer, Annie Chang ve Stanley Cohen tarafindan
tretilmistir (Khan ve dig., 2016). Paul Berg, niikleik asitlerin biyokimyas1 konusunda yaptigi
caligmalar ve ozellikle ilk kez ortaya koydugu rekombinant DNA ile, 1980 yilinda Kimya
dalinda Nobel 6diilii almistir (https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/1980/berg/facts/).

Rekombinant DNA teknolojisi sayesinde, saglik sorunlarinin ¢6ziimii i¢in kullanilabilecek
onemli proteinler farkli (mikro)organizmalarda (6zellikle bakterilerde) giivenli, hizli ve
ekonomik bir sekilde bol miktarda iiretilebilmektedir. Bu teknolojinin ¢ok disiplinli
uygulamalarla sagligin iyilestirilmesi, gida kaynaklarinin gelistirilmesi ve olumsuz cevresel
kosullara diren¢ kazandirilmasi gibi farkl yonlerden yarar saglama potansiyeli vardir (Khan ve

dig., 2016).

Organizmanin genomundaki manipiilasyon, bir veya birka¢ yeni genin ve diizenleyici
elementin veya endojen genlerin eklenmesi seklinde gergeklestirilmektedir. Bu islem igin,
genellikle, tasiyic1 bir DNA pargasi olan vektorler kullanilmaktadir. Spesifik hedef DNA
dizisini vektorle birlestimek icin DNA ligaz enzimi kullanilir ve olusan rekombinat vektor

uygun transformasyon yontemleri ile hiicreye aktarilir (Tscheppe ve Breiteneder, 2017).

Bu teknoloji temelde beg asama igerir: (1) istenen DNA’y1 restriksiyon enzimleriyle kesme, (2)
gen kopyalarini PCR ile ¢ogaltma, (3) genleri vektorlere yerlestirme, (4) vektorleri konak
organizmaya aktarma, (5) rekombinant genlerin iirlinlerini elde etme. Rekombinant DNA

teknolojisinin basamaklar1 Sekil 2.8’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.8: Rekombinant DNA teknolojisinin 6nemli asamalar1 (Pham, 2018).

Vektorler, rekombinant DNA teknolojisinin 6nemli pargalar1 olup amaca goére degisken
olabilen kritik bolgeler igerirler (Sekil 2.9). Bugiline kadar cesitli tiplerde vektorler
gelistirilmistir. En yaygin sekilde kullanilan E. coli plazmid vektorleri ve bakteriyofaj A

vektorleridir (Lodish ve dig., 2000).
\romotb‘r

-

oklu klonlama
bélgesi

Replikasyon orijini

Sekil 2.9: Klonlama vektorii ve kritik bolgeleri.
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Prokaryotik bir model organizma olan, molekiiler karakterizasyonu ¢ok iyi yapilmis E. coli,
rekombinant protein liretimi i¢in en ¢ok kullanilan mikroorganizmadir (Cornelis, 2000). E. coli;
iyi bilinen genetik 6zellikleri, genetik manipiilasyon kolayligi, ¢esitli plazmid vektorlerinin ve
tasarlanmig konakg¢i suslarin mevcudiyeti, hizli biiylime hizi, rekombinat iiriiniin yiiksek
ekspresyon diizeyi ve diisiik tiretim maliyeti gibi nedenlerle heterolog proteinlerin iiretimi i¢in
tercih edilen bir sistemdir (Rodriguez ve dig., 2014). E. coli’de rekombinant proteinlerin

tiretimine uygun ¢esitli ekpresyon sistemleri mevcuttur (Goeddel ve dig., 1979).

E. coli’de heterolog proteinlerin ekpresyonunu saglayan giiclii veya zayif promotdrlere sahip
plazmidler bulunmaktadir. E. coli ekspresyon vektorlerinde yaygin  olarak  kullanilan
promotorlerden bazilari, T7 bakterisinden tiiretilmis T7 promotorii, E.coli lac promotdri,
gelistirilmis  modifiye edilmis /lacUVS versiyonu, #p ve lac promotdrlerinin
kombinasyonundan {iretilen 7ac promotorleridir. Bir promotdriin giicii, RNA polimerazin
promotor afinitesi ile diizenlenen transkripsiyon baglatma sikligi ile yonetilir. T7 promotorii .
coli lac promotoriine kiyasla ¢ok giigliidiir. Ancak biiyiik 6l¢ekli rekombinant protein tiretimi
sirasinda, biyolojik olarak aktif rekombinant proteinlerin veriminde diisiise neden olan
¢cOziinmeyen agregat birikimine yol acabilir. Bu gibi durumlarda, T7 promotorii yerine zayif bir
promotor iceren ekspresyon vektorii kullanilarak protein ¢oziiniirliigiiniin artirilmasi onerilir

(Samuelson, 2011).

Gilinlimiizde rekombinant DNA teknolojisi, gen yapisi, fonksiyonu, ekspresyonu ve
diizenlenme mekanizmalarmin aydinlatilmast amaciyla tim diinyada yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica bu teknoloji sayesinde {iretilen rekombinant proteinler gida, tarim,
eczacilik ve kimya sektoriin ilgisini ¢ekmektedir. Rekombinant alerjen iiretimi de

arastirmacilarin ilgi odagindadir.

IIk defa 1988 yilinda, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak beyaz yiizlii esek arisi
(Dolichovespula maculata) alerjeni (Dol m 5), kayin agaci (Betula verrucosa) poleni alerjeni
(Bet v 1) ve ev tozu akar1 (Dermatophagoides pteronyssinus) alerjeni (Der p 1) iiretilmistir ve
yapilan alerji testleri ile bu rekombinant alerjenlerin dogal alerjenlerle benzer alerjenik 6zellikte
oldugu gosterilmistir (Fang ve dig., 1988; Breiteneder ve dig., 1988; Chua ve dig., 1988).
Glinlimiizde, yiizlerce alerjen bakteri, maya, bocek viriisii ve bitki gibi c¢esitli sistemlerde

klonlanmis ve ifade edilmistir (Cromwell ve dig., 2011).
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Dogal alerjen ekstraktlar1 alerjen igerigi bakimindan genellikle biiyiik varyasyon gosterir ve
onemli alerjenlerden yoksun olabilir; ya da diger kaynaklardan gelen alerjenlerle kontamine
olma ihtimali vardir. Buna karsilik genetik miithendisligi teknikleriyle, yabani tip alerjenlerden
IgE reaktivitesi diisiiriilmiis "hipoalerjenler" liretilebilir, bdylece alerjene 6zgii immiinoterapide
istenmeyen alerjik reaksiyonlarin tetiklenme riski azaltilabilir. Rekombinant DNA teknolojisi,
biyolojik aktiviteye sahip, iyi karakterize edilmis ve kontamine olmamis as1 bilesenlerinin de
tiretimine izin vermektedir (Tscheppe ve Breiteneder, 2017). Rekombinant alerjen tilirevleri ile
yapilan ilk immiinoterapi denemesi, rBet v 1 ve bir rBet v 1 trimerinin rekombinant fragmanlari
ile gergeklestirilmistir. Bu tedavinin sonucunda, alerjene 6zgii bloke edici IgG antikorlarmin
uyarilmasi, IgE iiretiminin azalmasi ve IgE aracili ani yan etkileri ortadan kaldirmasi

gozlemlenmistir (Niederberger ve dig., 2004).

Rekombinant alerjenler sayesinde alerjik hastaliklarla ilgili temel bilgilerin artirilmasi, tan1 ve

tedaviye iligkin yeni yaklasimlarin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. POLEN ORNEKLERI

Bu tez c¢alismasi icin, 2019 yilinda Nisan-Mayis aylarmi kapsayan donemde istanbul
Universitesi Orman Fakiiltesi’nin bahgesinden steril eldivenlerle M. alba polenleri topland.
Polenler, erkek ciceklerin kurullarmin ayrilmasi i¢in birka¢ giin, golgede kurutma kagidi
iizerinde bekletildi. Kurutulan ve polen eleme cihazindan gegirilen polenler steril falkonlarda

biriktirildi ve kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.2. KULLANILAN ORGANIZMA VE PLAZMIiD

Calismada vektor olarak kullanilan plazmidin (pQE-2) ¢ogaltimi i¢in, bol miktarda ve saglam
plazmid elde edilmesini saglayan, recAl ve endA1 mutasyonlarina sahip E. coli DH5o. 1rki
kullanildi. Rekombinant protein iiretimi ic¢in ise, hiicrelerde eksprese edilen heterolog
proteinlerin yikimini azaltan, ompT ve lon proteazlarindan yoksun E. coli BL21 (DE3) 1tk
kullanildi (Tablo 3.1). Her iki 1rk da Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve

Genetik Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan E. coli irklarinin 6zellikleri.

E. coli DH5a. F/endA1hsdR17(r-kmk+)supE44thi- 1recAl
gyrA(nalr)relA1A(lacZY A-arg FU169deoR[280
dLacA(LacZ)M15]

E. coli BL2] (DE3) fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS

A DE3 =X sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5

Genetik haritas1 Sekil 3.2°de verilen pQE-2 plazmidi, T5 promotériine sahip olup 6x Histidin

etiketi tagimaktadir.
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Sekil 3.1: pQE-2 plazmidinin genetik haritasi. PT5- TS promotdrii, RBS- ribozom baglama bolgesi,
ATG- baglama kodonu, 6xHis- 6 Histidin etiketi, MCS- ¢ogul klonlama bdolgesi.

3.3. BESIYERLERI

E. coli iretimi Luria-Bertani sivi besiyeri (LB) ve Luria-Bertani agarli kat1 besiyeri (LBA)
kullanilarak ger¢eklestirildi. Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’de gdsterilen bilesenler, sirayla, distile suda
coziindiiriildiikten sonra IN NaOH kullanilarak besiyerinin pH degeri 7.2°ye ayarlandi. pH
ayar1 yapildiktan sonra LBA besiyeri i¢in karisima agar eklendi ve besiyerleri otoklavlanarak
steril hale getirildi. Sterilizasyon islemi, otoklavda (Niive OT 012 Masa Ustii Buharh
Sterilizator), 121°C’de, 1.2 atmosfer basingta, 15 dk tutularak gerceklestirildi. Sterilizasyondan
sonra besi ortamlarina, filtreden (0.22 um, Millipore Millex-GS) gegirilerek steril hale getirilen
ampisilinden [50 mg/mL stok olacak sekilde hazirlandi, Sigma-Aldrich A9393] son
konsantrasyonu 100 mg/L olacak sekilde eklendi.
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Tablo 3.2: LB besiyeri igerigi.

Tripton (Biomatik, A8566) 2g

Maya Ekstresi (“Yeast Extract”) lg
(Becton Dickinson, 212750)

NaCl (Merck, 106404) 2g

dH,O 200 mL’ye tamamlandi.

Tablo 3.3: LBA besiyeri icerigi.

Tripton (Biomatik, A8566) 2g

Maya Ekstresi (“Yeast Extract”) lg
(Becton Dickinson, 212750)

NaCl (Merck, 106404) 2g

Agar (Becton Dickinson, 214010) 3g

dH,O 200 mL’ye tamamlandi.

3.4. RNA IZOLASYONU

Polen tanelerinden RNA izolasyonu “Total RNA Purification Kit (GeneMark TR01-150)” ile,
firmanin 6nerdigi sekilde yapildi. Bu islem sirasinda RNaz kontaminasyonunu engellemek i¢in
121°C’de, 1.2 atmosfer basingta, 30 dk otoklavlanarak steril hale getirilmis mikrotiipler ve pipet

uglar kullanildi.

Oncelikle, M. alba polenleri s1v1 azot yardimiyla ve steril soguk havan kullanilarak toz haline
getirildi. Kit iceriginde bulunan lizis soliisyonuna (“Lysis Solution”) son konsantrasyonu 10
uL/mL olacak sekilde B-merkaptoetanol (AppliChem, A1108) eklendi. Polen 6rnekleri lizerine
100 mg o6rnek basma 1 mL olacak sekilde lizis soliisyonu eklenerek homojenizasyon islemi
gerceklestirildi. Homojenat “Filtration Column” tiipiine aktarildi ve 14000 rpm’de 2 dk
santrifiijlendi (Sigma 3-30K). Santrifiij sonras tiipte altta kalan siviya 1 mL %70’lik etanol
eklendi ve karisim “RNA Spin Column with Collection Tube” i¢ine alinarak 14000 rpm’de 1
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dk santrifiijlendi. Kolondan gegen sivi1 atildi ve kolon {izerine kit i¢erigindeki RNA yikama
soliisyonu I’den (“Wash Solution I”’) 500 pL eklendi ve 14000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.
Kolondan gegen s1vi atildi ve iizerine farkli bir tiipte 80 pL. DNaz I inkiibasyon tamponu (DNase
I Incubation Buffer”) ile 2 uLL DNaz I karigtirilip nazikge pipetaj yapilarak hazirlanan DNaz
solisyonu eklendi ve 15 dk oda sicakliginda bekletildi. Kolon iizerine tekrar 500 uL RNA
yikama soliisyonu I ekleyerek, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Sonra kolon farkli bir
toplama tiliptine alind1 ve {izerine 600 pL. RNA yikama soliisyonu II (“Wash Solution II”)
eklendi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra bu basamak ikinci kez tekrarlandi.
Kolon 14000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek yikama soliisyonundaki etanol uzaklastirildi ve
temiz bir mikrotiipe yerlestirilerek tizerine 30 pL “Nuclease Free Water” eklendi ve 1 dakika
oda sicakliginda bekletildi. 14000 rpm’de 1 dk santrifiijlemeden sonra filtreli kolon atildi.
Mikrotiip i¢indeki RNA karisimi, Nanodrop (NanoDrop™ 2000/2000c, Thermo Scientific™)
ile miktar1 belirlendikten ve elektroforetik analizi yapildiktan sonra kullanilincaya kadar

-80 °C’de saklandi. Total RNA’larin biitiinliiglintin kontrolii i¢in %1 lik agaroz jel kullanildi.

3.5. TERS TRANSKRIPSIYON POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU (RT-PZR)

Ters (“reverse”) transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR), RNA molekiillerinin
ters transkriptaz ile tamamlayici DNA (“complementary DNA”, c¢DNA) dizilerine
doniistiiriilmesi, ardindan yeni sentezlenen cDNA’nin standart PZR prosediirleri ile
cogaltilmasi islemidir (Ari, 2012). Ters transkriptaz, kalip olarak RNA’y1 kullanarak DNA
sentezini katalizleyen bir RNA-bagimli DNA polimerazdir.

3.5.1. cDNA Sentezi

Oncelikle, polen drneginden elde edilen total RNA’dan, ticari bir kit (“High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit”, Applied Biosystems™, 4368814) yardimiyla cDNA kiitiiphanesi
olusturuldu. Total RNA son konsantrasyonu 500 ng/uL olacak sekilde kullanildi. PZR
cihazinda (Bio-Rad T100) ger¢eklestirilen cDNA sentezi icin kit igeriginde yer alan “RT
Random Primer”ler ve kimyasallar (Tablo 3.4) kullanildi ve PZR kosullar1 (Tablo 3.5) uygun
sekilde ayarlandi. PZR iiriinii (cDNA), %0.8’lik agaroz jelde, elektroforetik yontemle analiz
edildi.
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Tablo 3.4: cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri.

RT Tamponu 2
dNTP 0.8
RT Random Primerleri 2
MultiScribe™ Ters Transkriptaz 1
RNA 0.2
dH,O 14

Tablo 3.5: cDNA sentezi i¢cin PZR kosullari.

1.Basamak 25°C 10 dk
2.Basamak 37°C 120 dk
3 Basamak 85°C 5dk

3.5.2. nsLTP Geninin PZR ile Cogaltilmasi ve Kontrolii

Total RNA’dan sentezlenen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak RT-PZR’nin ikinci kismi
gerceklestirildi. Bunun i¢in ticari bir kit olan “Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Termo
Scientific, MANO0012393)” kiti kullanildi. Reaksiyon ortami ve kosullari, iiretici firmanin
onerdigi sekilde hazirlanarak islem baslatildi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 3.6’da, reaksiyon
kosullar1 Tablo 3.7°de, RT-PZR’de kullanilan primerler [ileri (“forward”, F) primer, geri
(“reverse”, R) primer] ise Tablo 3.8’de verildi. PZR iirlinlerinin elektroforetik analizi %0.8’lik

agaroz jel kullanilarak yapildi.
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Tablo 3.6: nsL TP geninin PZR ile ¢ogaltimi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri.

5x PCR Buffer 4
dNTP Mix 2
Primer F 1
Primer R 1
Pfu DNA Polymerase 0.2
cDNA 1 uL
dH,0 10.8 uL

Tablo 3.7: nsLTP geninin PZR ile ¢ogaltimi i¢in reaksiyon kosullar.

Baslangi¢ Denatiirasyon 98°C 30 sn 1
Denatiirasyon 98°C 10 sn
Primerlerin Baglanmasi 62°C 30 sn 35
Uzama 72°C 30s

Son Uzama 72°C 5dk 1

Tablo 3.8: RT-PZR’da kullanilan primerler (alt1 ¢izgili kisimlar restriksiyon enzim kesim noktalarini
gostermektedir).

50 61 5'- GGGTCCATATGATGGCAAGCTTTTTGG C- 3'
R 48 58 5'— ATCTGCAGTCACTTGATGCTGTTGC -3'
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3.6. NSLTP GENININ PQE-2 PLAZMIDIi ILE LIGASYONU VE REKOMBINANT
PLAZMIDIN KONTROLU

3.6.1. nsLTP geninin ve pQE-2 Plazmidinin Restriksiyon Endoniikleazlariyla Kesimi

Yapilan RT-PZR sonucunda nsLTP geninin 5’ ve 3" u¢larinda Ndel ve Pstl endoniikleaz kesim
noktalari olusturuldu. Klonlama bolgesinde Ndel ve Pstl restriksiyon endoniikleazlari (RE) i¢in
kesim noktalar1 bulunduran pQE-2 plazmidinin ve amplifiye edilmis tirliniin Ndel ve PstI RE

ile 37°C’de 1 saat ¢iftli kesimi yapildi. Ciftli kesim reaksiyon bilesenleri Tablo 3.9’da verildi.

Tablo 3.9: Ndel ve Pstl restriksiyon endoniikleazlari ile ¢iftli kesim reaksiyonunun bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Hacim (pL)
Anza™ 10x Buffer 2
PZR iirtinti/ pQE-2 1
Ndel 1
Pstl 1
dHO 15

Ciftli kesimi yapilan plazmid ve PZR {iriiniiniin elektroforetik analizi %0.8’lik agaroz jelde

yapildi.

3.6.2. nsLTP Geninin ve pQE-2 Plazmidinin Agaroz Jelden Geri Kazanim ve Dizilenmesi
Ciftli kesimi yapilan nsLTP geninin ve pQE-2 plazmidinin agaroz jelden geri kazanimu, ticari
bir kit olan “PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, K210012)” ile yapildi. Kesim
tirtinlerinin istenen boyuttaki bantlart bir bistiiri yardimi ile jelden kesildi ve mikrotiiplere
aktarildi. Agirliklari belirlenen jel pargalarinin {izerine, agirliginin 3 kat1 olacak sekilde “Gel
Solubilization Buffer” koyuldu ve 50°C’ye ayarlanmis 1sitict blokta (Wisd, HP-48P) 3 dk ara
ile vorteks yapilarak 10 dk bekletildi. Bu karisim filtreli kolonlara (“Quick Gel Extraction
Columns”) yiiklendi ve 12000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Daha sonra kolonlarin iizerine 500
uL “Wash Buffer” soliisyonu ekleyerek tekrar 12000 rpm’de 1 dk santrifiijleme yapildi.
Kolonlarin altinda kalan sivilar atildi ve kolonlar 14000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek etanol
uzaklagtirildi. Kolonlar yeni mikrotiiplere alindi ve iistlerine 20 pL distile su eklendi. 1 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 12000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Mikrotiiplerin altinda kalan

stvilardaki kesim iiriinleri ligasyon islemine kadar -20°C’de saklandi. Agaroz jelden geri
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kazanilan iiriinler DNA dizileme analizleri icin Medsantek (Istanbul, Tiirkiye) firmasina

gonderildi.

3.6.3. nsLTP Geninin pQE-2 Plazmidi ile Ligasyonu

Pstl ve Ndel RE’leri ile ¢iftli kesim yapilarak yapiskan uglara sahip hale getirilen PZR {iriini
ile pQE-2 plazmidinin ligasyon islemi, ticari bir kit (“T4 DNA Ligase”, Invitrogen 15224017)
ile yapildi. Tablo 3.10°da reaksiyon bilesenleri verilen ligasyon islemi 24°C’de, 4 saat siireyle
gerceklestirildi. Bu islemin ardindan plazmidleri ¢ogaltmak amaciyla E. coli DH5a’ya

transformasyon islemi uygulandi.

Tablo 3.10: Ligasyon isleminde kullanilan reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

“5x Ligase Reaction Buffer” 3uL

Plazmid 30 fmol

PZR {irtini 90 fmol

“T4 DNA Ligase” 1U

dH,0 Son Hacim 15 pL olacak

sekilde eklendi.

3.7. PLAZMIDIN E. COLI’DE COGALTILMASI

3.7.1. E. coli Hiicrelerinin Yeterli Hale Getirilmesi

Yeterli (kompetent) hiicre olusturmak i¢in -80 °C’de, 1:1 (v/v) gliserol stogunda saklanan E.
coli DH5a hiicrelerinden 500 puL alinarak 5 mL LB besiyerine ekildi ve 180 rpm’de 37°C’de
bir gece boyunca tretildi. Rekombinant proteinin {iretimi i¢in yapilan transformasyonda
kullanilacak hiicre siispansiyonunu hazirlamak i¢in ise E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinden
alinarak LB besiyerine ayn1 sekilde ekim yapildi. Kiiltiirlerden 500 pL alinarak 50 mL’ lik LB
besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 180 rpm’de ODegoo = 0.3-0.4 oluncaya kadar iiretildi.
Kiiltiirler 10 dk buzda bekletildi. Hiicreler 4°C’de 14000 rpm’de 4 dk santrifiijlendi. Olusan
pelletin tizerine soguk 10 mL 0.1 M CaCl; eklendi ve buzda 30 dk bekletildi. 4°C’de 14000
rpm’de 4 dk santrifiijleme isleminden sonra, pellet iizerine 2 mL 0.1 M CaCl; eklenerek hiicreler

siispanse edildi ve transformasyon igslemi i¢in hazir hale getirildi.

3.7.2. pQE-2 Plazmidinin ve Rekombinant Plazmidin E.coli’ye Transformasyonu
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Kullanilan pQE-2 plazmidi ile nsL TP genini tasiyan rekombinant formu, E. coli DH5a. ve BL21
hiicrelerine aktarilarak ¢ogaltildi. Transformasyon 1s1 soku yontemi ile gerceklestirildi. Her bir
mikrotiipe 100 pL hiicre siispansiyonu ve plazmid ornekleri (plazmidin 2 pL’si veya
rekombinant plazmidin tamami) eklendi. Ayrica transformasyonun kontrolii i¢in ayr1 bir tiipe
de plazmid igermeyen hiicre slispansiyonu koyuldu. Sonra 6rnekler 30 dk buzda bekletildi. 90
saniye 42°C’de 1s1 soku uygulandiktan sonra 6rnekler tekrar 5 dk buz iizerine alindi. Tiiplere
700 uL LB besiyeri eklendi ve plazmidin sahip oldugu ampisilin diren¢ geninin (amp®)
ekspresyonu icin hiicreler 1 saat 37°C’de ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi. Daha sonra hiicre
stispansiyonlarindan 100’er pL alinarak, 100 ug/mL ampisilin iceren LBA besiyerine cam baget

yardimiyla ekim yapildi ve gece boyu 37°C’lik etiivde inkiibe edildi.

3.7.3. Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu ig¢in ticari bir kit (“Plasmid Miniprep Plus Purification Kit”, GeneMark,
DPO01-Plus-300) kullamildi. Oncelikle transformasyon islemi sonucunda segici besiyerinde
tireyen kolonilerden rastgele alinarak 100 pg/mL ampisilin igeren 5 mL LB besiyerine ekim
yapildi ve hiicreler calkalamali etiivde 180 rpm’de, 37°C’de gece boyu firetildi. Ertesi giin
hiicreler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicrelerin lizerine kitte bulunan
200 pL “Solution I eklendi ve vorteks yapildi. Daha sonra 200 pL “Solution IT” ilave edilerek
tiipler 10 kez ters diiz edildi ve 200 pL “Solution III”” eklendi ve tiipler tekrar 10 kez ters diiz
edildikten sonra 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Tiipte olusan iist faz kit icerigindeki
filtreli kolonlara aktarildi ve 14000 g’de 1 dk santrifiijlendi. Alt s1v1 atildi, kolonlarin iizerine
500 puL “Endotoxin Removal Wash Solution” eklendi. Bu sekilde 2 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 14000 rpm’de 1 dk santrifujlendi. Ardindan kolonlara 700 pL “Wash
Solution” eklenip, 14000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi ve bu basamak 2 tekrarli olarak
gergeklestirildi. Daha sonra 14000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek etanoliin tamamen uzaklagmasi
saglandi. Filtreli kolonlar ayr1 bir mikrotiipe alind1 ve kolonlara 20 pL ‘Nuclease Free Water’
eklenerek 1-2 dk oda sicakliginda bekletildi ve sonra 14000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.
Kolondan gecen sivida bulunan saf veya rekombinant plazmid kullanilana dek -20°C’de

saklandi.

3.7.4. pQE-2 Plazmidinin ve Rekombinant Plazmidin Restriksiyon Endoniikleazlariyla
Kesimi
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pQE-2 plazmidinin ve rekombinant plazmidin kontroliinii yapmak i¢in 6nce 37°C’de 1 saat Pst/
RE ile tekli kesimi ve elektroforetik analizi gerceklestirildi. Tekli kesim bilesenleri Tablo
3.11°de verildi.

Tablo 3.11: Tekli kesim reaksiyon bilesenleri.

Anza™ 10x Tamponu 2
pQE -2/ Rekombinant Plazmid 1
Pstl 2
dH,O 15

3.7.5. Rekombinant Plazmid Iceren Transformant Hiicrelerin Koloni PZR ile
Belirlenmesi

Ampisilin iceren LBA besiyerinde iireyen kolonilerdeki plazmidlerde nsLTP geninin varligini
anlamak icin bu kolonilerden her petri icin en az 10 tanesine koloni PZR yapildi. Oncelikle,
steril kiirdan yardimiyla kolonilerden rastgele hiicre alinarak 10 pL distile su igerisinde
siispanse edildi. Bu hiicre siispansiyonlarindan 1 pL alinip Koloni PZR’de kalip olarak
kullanildi. Koloni PZR “Phusion High-Fidelity DNA Polymerase” (Thermo Fisher F530XL)
ile gerceklestirildi. Tablo 3.12°de verilen bilesenler 0.2 mL’lik PZR tiiplerinde karistirildi.
Reaksiyon kosullar1 Tablo 3.13’de verildi.

Tablo 3.12: Koloni PZR bilesenleri.

10x PZR Tamponu 2

dNTP Mix 1.6
MgCl, 1
Primer F 1
Primer R 1

Pfu DNA Polimeraz 0.4
Kalip 1

dH,O 12

TOPLAM HACIM —> 20
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Tablo 3.13: Koloni PZR kosullari.

Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 2 dk. 1
Denatiirasyon 94 30 sn.

Baglanma 62 45 sn. 35
Uzama 72 1 dk.

Son Uzama 72 5 dk. 1

3.8. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Bu tez ¢aligmasinda RNA ve DNA o6rneklerinin, sirasiyla %1°lik ve %0.8’lik agaroz jelde
kontrolii  yapildi. %0.8’lik agaroz jeli hazirlamak i¢cin 50X Tris-asetat EDTA
(etilendiamintetraasetik asit) tamponu (TAE), 1X olacak sekilde sulandirildi. 0.32 g agaroz
(Sigma-Aldrich, Tip II, A9918) 40 mL 1X TAE tamponu ile karistirildi ve 2 dk mikrodalga
firinda ¢ozdiiriildii. Agaroz ¢dzeltisi oda sicakligina getirildi. Uzerine etidyum bromiir (EtBr,
Sigma-Aldrich E1510) soliisyonundan jelde 0.5 ug/mL EtBr olacak sekilde eklendi. Bu karisim,
kuyucuk olusturmasi igin tarak takilarak hazir hale getirilmis “Sub-Cell® GT Agarose Gel
Electrophoresis Systems (Bio-Rad, 170-4406)” yatay elektroforez sisteminin kasetine dokiildii.
Polimerizasyonun saglanmasi i¢in 30 dk bekletildi, sonra tarak ¢ikarilarak kaset elektroforez
tankina diizgiin bir sekilde yerlestirildi. Elektroforez tanki 1X TAE tamponu ile dolduruldu.
Niikleik asit orneklerinden 5 pL almip 1 pL 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak jele
yiiklendi. Bant boyutlarinin analizi i¢in markir olarak “1 kb ladder” (GeneOn 305-005) (Sekil
3.3) kullanildi. Elektroforez sabit voltajda (70 V) 1 saat siirdiiriildii ve islem sonunsa jel UV
altinda goriintiilendi. 50x TAE tamponunun igerigi Tablo 3.14’de, 6X yiikleme tamponunun
igerigi ise Tablo 3.15°de verildi.

Tablo 3.14: 50x TAE tamponunun igerigi.

Trizma-Baz (Sigma-Aldrich, T1503), ...ccocoveoiineiininiciniccceneee 242 g
EDTA (Invitrogen, 15576) ...cccccvevieieeieieeiieieeieesienee e see s 1461 g
Glasiyel asetik asit (Sigma-Aldrich, 537020) .......ccccocevenenennnee 57.1 mL

dH,O ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.




30

Tablo 3.15: 6x Yiikleme tamponunun igerigi.

Trizma-Baz (10 MM) ...cooouiiiiieiie et 6 mg
EDTA (60 M) ..cotiiiiiiiiniiiinieiiitenisieieie sttt 876 mg
Bromo-fenol mavisi (%0.3 (w/v) stok, Merck 108122) ................. 600 uL
Gliserol (%60 v/v, Sigma-Aldrich G5516) ......ccccoevievieniiiiiieeee 30 mL

dH,O ile son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

10000
8000

6000
5000
4000

3000

2500
2000
1500
1000
750
500
250

Sekil 3.2: Agaroz jel elektroforezinde markir olarak kullanilan “1 kb ladder” (GeneOn 305-005).

3.9. PROTEIN ANALIZLERI

3.9.1. Protein izolasyonu

nsLTP proteininin spektrofotometrik ve elektroforetik analizini yapmak i¢in biri transformant
digeri kontrol grubu olmak {izere 2 farkli hiicre grubundan protein izolasyonu yapildi.
Oncelikle, nsLTP genini igeren (rekombinat) ve igermeyen pQE-2 plazmidini tasiyan
kolonilerden 6rnek alinarak 100 pg/mL ampisilin igeren LB besiyerine ekildi ve ¢alkalamali
etiivde 180 rpm’de, 37°C’de gece boyu iiretildi. Bu kiiltiirler taze besiyerine aktarilarak
yaklasik 3 saat boyunca ODg00=0.6-0.8 oluncaya dek iiretildi. Uzerine son konsantrasyonu 1
mM olacak sekilde IPTG (“isopropylthio-B-D-galactopyranoside”) eklenerek 3-4 saat boyunca
220 rpm’de 37°C’da calkalamali etlive birakildi. Daha sonra 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Tablo 3.16’da gosterildigi gibi hazirlanmis tampon 6ncelikle 1:5



31

(v/v) hacminde olacak sekilde 1 mM PMSF (fenilmetilsulfonil fluorid) ile karistirildi ve
karistmdan 600 pL alinarak ¢oktiiriilmiis hiicrelerin {izerine eklendi. Ardindan hiicreler
oncelikle sivi azotta 2 dk ve 42°C’de 3 dk bekletilerek ve bu islem 5 kez tekrarlanarak
par¢alama tamamland1. Par¢alanmis hiicreler 20 000 rpm’de 40 dk santrifiijlendi ve siipernatant

yeni tiiplere alinarak bir sonraki isleme kadar -20°C’de saklandi.

Tablo 3.16: Protein izolasyonu i¢in hazirlanan tamponun igerigi.

Tampon Bilesenleri Konsantrasyonlari
Tris-HCI 50 mM
NaCl 0.5M
Imidazol 20 mM

3.9.2. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

izole edilen proteinlerin konsantrasyonu Smith ve dig. (1985) tarafindan énerilen bisinkoninik
asit (BCA) yontemi ile yapildi. BCA testi iki reaksiyondan olusur: Ilk olarak, proteinlerdeki
peptit baglar, kit igeriginde bulunan bakir (II) siilfatta Cu®" iyonlarmi Cu'ya (sicakliga bagh
reaksiyon) indirger. indirgenmis Cu?" miktar1, ¢dzeltide mevcut olan protein miktar ile
orantilidir. Daha sonra bisinkoninik asit molekiilii her Cu” iyonu ile 562 nm dalga boyunda 15181
giiclii bir sekilde emen mor renkli bir kompleks olusturur. Bu yontem i¢in “SMART™ BCA
Protein Assay Kit, iNtRON Biotechnology” ticari kiti kullanildi. Oncelikle kitte bulunan BSA
(“Bovine Serum Albumin”, Sigir Serum Albiimini) protein standardi distille su ile uygun
oranlarda seyreltildi (25, 125, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL). Protein konsantrasyonu
belirlenecek olan ornekler ve kor 6rnek (“blank™) 5 kat dH>O ile seyreltildi. Kit iceriginde
bulunan reaktif A ve reaktif B soliisyonlar1 50:1 (v:v) oraninda karistirildi ve 200’er pL. olmakla
96 kuyucuklu mikroplaka kuyucuklarina konuldu ve iizerlerine seyreltilmis 6rneklerden ve kor
ornekten 25’er pL eklendi. Ornekler ve standartlar 2 tekrarli olarak degerlendirildi. Belirteg ile
orneklerin iyice karigmasi i¢in mikroplaka 1 dk calkalayicida (Heidolph Unimax 1010)
birakildi. 37°C’de, 30 dk etiivde (Thermo Scientific, Heracell™ 240) bekletildi. Daha sonra
mikroplaka okuyucu (EON, BioTek Instruments Inc.) ile 562 nm dalga boyundaki absorbansi
oOl¢iildii. BSA standartlarina ait absorbans ve konsantrasyon degerleri ile olusturulan grafik

kullanilarak protein konsantrasyonlart hesapland.

3.9.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
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Izole edilen ve konsantrasyonu belirlenen proteinler denatiire jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
“Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad)” elektroforez sisteminde ayristirildi. Islemden once
taraklar (1.0 mm), camlar (“1.0 mm spacer plates” ve “short plates™) ve contalar %70’lik etanol

ile temizlendi. Jelin hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.17°de ve hazirlanan jellerin

igerigi Tablo 3.18’de verildi.

Tablo 3.17: SDS-PAGE ic¢in hazirlanan ¢ozeltiler.

30% Akrilamid Stok
Soliisyonu

1.875 M Tris-HCl
Tamponu
(pH 8.8)

0.6 M Tris-HCI Tamponu
(pH 6.8)

10% Sodyum Dodesil
Siilfat (SDS)

10 % Amonyum Persiilfat
(APS)

1x Yiiriitme Tamponu

2X Ornek Yiiriitme
Tamponu

Acrylamide (Sigma-Aldrich A3553) c.eooiiiiiieieeeeee e 30g
Bis-Acrylamid (Sigma-Aldrich M2022)........ccccceviiiieniieienieieeieeeieneeens 08¢g
dH>O ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Trizma-Baz (Sigma-Aldrich T1503) ...cc.ooiiieiiieieeeeeeecee e 4543 ¢

3N HCl ile pH 8.8’ ayarlandi.

dHO ile son hacim 200 mL’ye tamamlandi.

TrIZMA-BAZ ..o 1454 ¢
3N HCl ile pH 6.8’ ayarlandi.

dH»O0 ile son hacim 200 mL olacak sekilde tamamlandi.

SDS (ApPlIChem A2263) .....oocveeiireeeieieeieiieentesieeiieeaeeaeeseeaesaeeseeneeneeenes 10 g
dH20 ile son hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziindiiriildi.
APS (ApPLICHhEm A2941).....coiuiiiieeeeeee e 0.1g

dH20 ile son hacim 1 mL’ye tamamlandi.

TriZmMa-Baz.......cccoiiiiiiiiii e 303 ¢g
Glisin (ApplIChemM ALO67) ..coeevveeeieieeiieiieiereieeeseeeeere e seeeaeseesnenanens 144 ¢
SIS e ettt ettt ettt s aene s lg
dH,O ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

0.6 M Tris-HCI Tamponu (PH 6.8).......cccvveviiiiieeieeiiiieieeeeree e 5mL
SDIS e e s 05g
Sukroz (Sigma-Aldrich S0389).......cccoveiriinirnireeeeecee 1454 g
B-Merkaptoetanol (AppliChem AT1108)......ccccoerveieniiieriieineniieccnne 0.25 mL
Bromo-fenol mavisi (0.5 % (w/v) stock, Merck 108122).........c.ccccevuenee. 5mL

dH>O0 ile son hacim 50 mL’ye tamamlandi.
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Tablo 3.18: SDS-PAGE ayirma ve yiikleme jeli igerikleri (1 jel i¢in gerekli degerler).

Tris-HCI (1.875 M, pH:8.8) 1 mL -
Tris-HCI (0.6 M, pH:6.8) - 250 pL
dH:0 1.431 mL 1.875 mL
%30 Akrilamid c¢ozeltisi 2.493 mL 337.5 pL
%10 Sodium Dodesil Sulfate (SDS) 50 uL 25 uL
%10 Amonyum Persiilfat (APS) 25 uL 12.5 uL
TEMED 1.75 uL 3.5uL

%15’lik ayirma jelinin hazirlanmasi i¢in Tris-HCI (pH 8.8), distile su, SDS, akrilamid ¢ozeltisi
ve APS kanstirildi, karisimdan ¢6ziinmiis oksijenin uzaklastirilmasi i¢in birkag dakika
ultrasonik su banyosunda beklettikten sonra TEMED (Fluka 87689) eklendi ve pipetaj yapildi.
Sonrasinda karisim jel kasetinin iki cami arasma dokiildii. Ust kisminin diiz olmas1 ve oksijenin
polimerizasyonu engellememesi i¢in jelin iist yiizeyi 1 mL dH>O ile kapatildi. Ayirma jeli
polimerize olduktan sonra jelin iizerindeki dH,O uzaklastirildi. Uzerine %5°lik yiikleme jeli
dokiildii, tarak yerlestirildi. Ust jelin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra tarak ¢ikartildi ve
jel kaseti 1x yiirlitme tamponu ile belli ¢izgiye kadar doldurulmus elektroforez tankina
yerlestirildi. Yiiklenecek drnekler 1:1 (v:v) hacminde 2X 6rnek yiikleme tamponu ile karistirildi
ve 95°C’da 5 dk kaynatildi. Her bir kuyucukta 30 pg protein olacak sekilde hesaplanarak jele
yiiklendi. Ayrica bantlarinin molekiiler agirliklarini belirlemek i¢in “protein ladder” SeeBlue®
Pre-stained Protein Standard (Invitrogen LC5625) kullanildi. Elektroforez 200 V’da yaklagik
40 dk gerceklestirildi.

3.9.4. Coomassie Boyama Yontemi

Coomassie boyama yontemi kullanilarak elektroforez islemi sonrasinda jeldeki protein bantlari
goriiniir hale getirildi. Cozelti 50:10:40 hacminde hazirlanan MeOH:AcOH:dH»O karisiminda
%0.05 (w/v) Coomassie parlak mavisi (“Coomassie brilliant blue" R-250, Merck 112553)
olacak sekilde yapildi.

Jel lizerine boyama ¢ozeltisi ilave edildi ve oda sicakliginda 2 saat ¢calkalandi. Daha sonra fazla
boyayr uzaklastirmak i¢in “destaining” (5:7:88 hacim oranlarinda MeOH:AcOH:dH>O)

¢oOzeltisi kullanildi ve jel boyadan tamamen arinincaya dek belli araliklarla ¢ozelti degistirilerek
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calkalayicida bekletildi. Jelde olusmus bantlar ChemiDoc MP (Bio-Rad) goriintiileme sistemi,

ImageLab 5.2.1 yazilim1 kullanilarak goriintiilendi.

3.9.5. Rekombinant Proteinin Saflastirilmasi

Histidin etiketli rekombinant nsLTP proteininin saflastirilmasi, bu proteinlerin nikelli kolona
(MCLAB, NINTA-100) baglanarak etiketsiz proteinlerden ayrilmasi prensibine
dayanmaktadir. Oncelikle, nikelli kolon protein érnekleri ile muamele edildi ve ardindan farkli
imidazol konsantrasyonlarinda hazirlanan soliisyonlarla yikamalar yapildi. Saflastirma

stiresince kullanilan soliisyonlar Tablo 3.19°de gosterildi.

Tablo 3.19: Saflagtirmada kullanilan ¢6zeltiler ve icerikleri.

Cozeltiler Bilesenler
Soyum fosfat, monobasik (200 mM).............ccecuverueneenne. 1.38¢g
5x A Stok Soliisyonu NACL (SM).cviiiiiieiieieeeeiert e 14.645 g
dH,O ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
Sodyum Fosfat, dibasik (200 mM)...........ccceeveeveevennenne. 142 ¢g
5x B Stok Soliisyonu NACT (SM).c.eeiiiiiieiiiiiieciieenie et 14.645 g
dH>O0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
Sodyum Fosfat, monobasik (250 mM)...........cccervrevrnnnne 35¢g
5x Saflastirma Soliisyonu NACT (2.5 M) ettt 146 ¢
dH>O ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
Imidazol (3 M)......oveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 103 ¢
5X A Stok SOIUSYONU .......cceovvierieereiierieeieie e 8.77 mL
3 M imidazol 5X B Stok SOIUSYONU .....oveeiieeieseieeieeeeeieiene 1.23 mL

pH 6.0’a ayarland.

dHO ile son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

5x Saflagtirma SOlUSYONU ....ccceeevveeieeiienieeiee e 6 mL
Imidazol (3 M)....oeoveeeeeeeeeeeeeeeee e 100 puL
pH 8.0’a ayarland1.

dH>O0 ile son hacim 30 mL tamamlandi.

Tutunma Soliisyonu

5x Saflastirma Solusyonu .........cccccoceeievieiiinienencnne. 10 mL
Imidazol (3 M)....ouveeveieiecierieieieceee e, 335 uL
pH 8.0’a ayarland.

dH,O ile son hacim 50 mL tamamlandi.

5x Saflagtirma SolUSYONU ......cceecveeeeiiiieieeieeeeeeeeenne 3 mL
IMidazol (3 M) 1.25mL
pH 8.0’a ayarland1.

dHO ile son hacim 15 mL’ye tamamlandi.

Yikama Soliisyonu I

Elusyon Tamponu

Saflagtirilmis  protein Ornegi proteomik analizlerde kullanilan protein ¢ozeltilerinin
konsantrasyonunu saptamak i¢in BCA Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Scientific) ile
konsantrasyonu belirlendi.
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3.9.6. Western-Blot Analizi
Saflastirilan ve izole edilen proteinler %15 poliakrilamid igeren jelde ayristirildi ve elektroblot
yontemiyle polivinilidin difloriir (PVDF) membrana aktarildi. Elektrotransfer ve Western

blotlama yontemlerinde kullanilan tiim tamponlar ve icerikleri Tablo 3.20’de verildi.

Tablo 3.20: Elektrotransfer ve Western blotlama yontemlerinde kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri.

Trizma -Baz .....oooviiiiiiiiiiiee e 303 ¢g
1x Transfer Tamponu GLISIT 1ttt ettt 144¢
dH>O ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

. Siit tozu (FIuka 701606) .....ccceeeeieiieieeiee e 4543 ¢
%5’lik Bloklama Tamponu . . .
1x yikama soliisyonu ile son hacim 100 mL’ye tamamlanda.
Trizma-Baz (20 mM, pH 7.5). ..o 1454 ¢
NaCl (150 mM) (Merck 106400) ........cccoeevvemeneieeenerincneeeene 877¢g
Yikama Tamponu (TBST)
TWEen-20 (%00.1) .eovueieiieee e ImL

dH>O ile son hacim 1 L olacak sekilde ¢oziindiirildi.

Elektrotransfer islemi igin yar1 kuru (semi-dry) transfer diizenegi (Bio-Rad, Trans-Blot® SD
Semi-Dry Transfer Cell) kullanildi. Oncesinde, PVDF membran (0.22 um, “West-lott™ PVDF
Transfer membrane”, iNtRON Biotechnology ITM-P3032) rehidratasyon i¢in 30 saniye kadar
metanolde bekletildi ve ardindan 1x transfer tamponu ile 1slatildi. Transfer tamponunda
islatilmig “transfer packs” birkag kat olacak sekilde cihaza yerlestirildi ve lizerinde kabarcik
kalmamasi i¢in hafifce bastirilarak tizerinden gecildi. Ardindan kuru kalmamasina dikkat
edilerek membran yerlestirildi ve membran iizerine jel konularak yine hi¢bir hava kabarciginin
olugsmamasina dikkat edildi. Daha sonra {lizerine transfer tamponu ile 1slatilmis “transfer packs”
konuldu ve sistemin kapag1 kapatildi. 0.25 A, 18 V elektrik akim1 uygulanarak 30 dk siireyle

transfer islemi gerceklestirildi.

Membran iizerinde nonspesifik baglanmalar1 en aza indirmek i¢in transfer isleminin hemen
ardindan hazirlanan %35’lik bloklama tamponu [%0,1 (v/v) Tween-20 igeren TBST [(“Tris-
buffered saline with Tween-20""), %5 (w/v) siit tozu] i¢inde oda sicakliginda membran 2 saat
inkiibe edildi. Bloklama tamponu i¢inde 1:4 (v:v) oraninda hazirlanan hasta ve kontrol (saglikli)
serumlar1 (Cetereisi ve dig., 2019) ile IgE baglama kapasitesini géstermek i¢in kullanildi. Bu
birincil antikorlar ile membran +4°C’da 1 gece ¢alkalayicida inkiibe edildi. Sonra membran

TBST tamponu ile 5’er dakika 5 kez diisiik devirde ¢alkalanarak yikandi. Hasta serum ile islem
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goren membranlar bloklama tamponu i¢inde 1:1000 (v:v) oraninda hazirlanmis fare anti-insan
IgE (Fc)-HRP (SouthernBiotech) ikincil antikorunda 1 saat calkalayiciya birakildi. Sonra

membran tekrar yikama sollisyonu ile ayn1 sekilde yikand.

Spesifik protein bantlarimin goriintiilenmesi i¢in “ECL Plus Western Blotting Detection System
(Amersham RPN2133)” goriintileme kiti kullanildi ve firmanin oOnerilerine gore kit
icerigindeki bulunan A ve B reaktifi 1:1 (v:v) oraninda karistirilarak hazir hale getirildi.
Karanlik odada, kirmiz1 151k altinda membran {izerine bu karigim eklenerek, 5 dakika bekletildi.
Membran, hava kabarcig1 kalmayacak sekilde iki asetat kagidi arasina konularak “ChemiDoc

MP (Bio-Rad)” cihazinda ImageLab 5.2.1 yazilimi1 kullanilarak goriintiilendi.
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4. BULGULAR

4.1. HAZIRLANAN POLEN ORNEGI

Bu tez c¢alismasi icin, 2019 yilinda Nisan-Mayis aylarmi kapsayan donemde istanbul
Universitesi Orman Fakiiltesi’nin bahgesinden steril eldivenlerle toplanan M. alba polenleri
kurutulduktan sonra polen eleme cihazindan gecirildi. Elde edilen polen 6rnegi Sekil 4.1°de

verildi.

Sekil 4.1: Morus alba’nin kurutulmus polen 6rnegi.

4.2. TOTAL RNA iZOLASYONU VE KONTROLU

Bu tez calismasinda ilk olarak M. alba poleninden total RNA izolasyonu gerceklestirildi. izole
edilen RNA’larin konsantrasyon ve safliklarinin kontrolii yapilarak elde edilen verilerle total
RNA konsantrasyonu hesaplandi. Total RNA konsantrasyonun ortalama 5122 ng/uL oldugu
tespit edildi. Izole edilen total RNA’min A260/A280 degerinin 1.8-2 araliginda oldugu
belirlendi. Ornek, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii (Sekil 4.2).

“ 285 rRINA

. 188 rRINA

Sekil 4.2: Morus alba poleninden izole edilen total RNA.
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4.3. TERS TRANSKRIPSiYON POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU

4.3.1. cDNA Sentezi
Yapilan total RNA izolasyonunun ardindan cDNA sentezi yapild1 ve 6rnek %]1°lik agaroz jel

elektroforezi ile analiz edildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3: a-d) Total RNA’lardan sentezlenen 4 farkli cDNA.

4.3.2. nsLTP Geninin PZR ile Cogaltimi ve Kontrolii

Genin dizisini tanimlamak ve ¢ogaltmak i¢in F ve R primerleri ile ters-transkiptaz PZR (RT-
PZR) yapildi. Daha sonra PZR {iriinii %1°lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. Yapilan
biyoinformatik analizler sonras1 nsLTP geninin cDNA’sinin 354 bg oldugu tespit edildi. PZR

tirtiniiniin elektroforetik analiz sonucunda olusturdugu tek bant Sekil 4.4’te gosterildi.

1000 be

500 b
400 be

300 be

Sekil 4.4: PZR iirliniiniin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii. a) Markir (GeneOn 305-005), b) nsLTP
geninin PZR iiriini.
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4.4. PZR URUNUNUN DiZi VE HOMOLOJI ANALIZ SONUCLARI

PZR firiinii olan nsLTP gen (354 bg) dizisinin belirlenmesi i¢in ¢ift yonlii okuma ile dizileme
islemi ticari bir firmaya (MedSanTek) yaptirildi. 354 b¢’lik gen dizisinin dizileme sonucu Sekil
4.5’te verildi. Dizileme sonucuna gore amino asit dizisi (Sekil 4.6) belirlendi ve amino asit dizi
bilgisi karsilagtirilmast (BLAST analizi) sonuglarina gore protein veri bankasinda (Expasy)
bulunan biyoinformatik veriler Sekil 4.7°de verildi. Elde edilen sonuca gére M. alba’nin nsLTP

proteini Morus ailesinde amino asit dizisi bilinen tiirler ile %90°dan fazla benzerlik gosterdi.

ATGGCAAGCTTTTTGGCTCTCAAGCTCCGCTGCGTGGTGTTAATGTGCAT 50

GATGGTTGGTGCACCGTTAGCCCACTACCTCTCTCGTGGACGAGTGGCGA 100
CTACCATGGTGCCGAGTTTAACTTACCTAAGAACCGGCAGCACAATTCCG 150
TCGGGGTGCTGCAATGGACTCAGGGGCCTAAACACGGCGGCAGCCACCAC 200
GACAGACCGCCAGACAGTCTGTCGATGCTTGATTAGTGCTGCTAATAATC 250
TGCCAGGACTTAACCCTAATCTTGCCTCTCGCCTCCCGGCTACTTGTGGA 300
CTTTCTCTTCCTTACAAGTTTAGCACCTCAACCAACTGCAACAGCATCAA 350
GTGA 354

Sekil 4.5: Morus alba poleninde bulunan nsL TP geninin cDNA dizisi.

MASFLALKLRCVWLMCMMVGAPLAHYLSRGRVATTMVPSLTYLRTGSTIP 50
SGCCNGLRGLNTAAATTTDRQTVCRCLISAANNLPGLNPNLASRLPATCG 100
LSLPYKFSTSTNCNSIK 117

Sekil 4.6: Morus alba poleninde bulunan nsL TP genine karsilik gelen amino asit dizisi.

Max Total Query E Per

Description
Score Score Cover value  Ident

Accession

Morus alba cultivar Heyebal chromosome 12 514 514 97% 1e-141 9362% CP050235.1

PREDICTED: Morus notabilis non-specific lipid-transfer protein 1 (LOC21389529), mRNA 506 505 100% T7e-139 9239% XM_0241742641

Sekil 4.7: Morus alba nsLTP proteininin amino asit dizi bilgisinin BLAST analizi sonuglari.
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4.5. NSLTP GENININ PQE-2 PLAZMIDINE LiGASYONU VE KOLONI PZR iLE
KONTROLU

“Bolim 3.6.1.”de anlatildig1 lizere, olusturulan PZR {iriinti ve pQE-2 plazmidi Ndel ve Pstl
restriksiyon endoniikleazlar ile kesime ugratilarak yapiskan uclar olusturuldu ve jelden geri
kazanim yapildi. Devaminda ligasyon gerceklestirildi ve E. coli DH5a 1irkina transformasyon
islemi yapildi. Ampisilin direng geni bulunmayan E. coli DH5o: hiicrelerinin plazmidi almasi
ile LBA+Amp besiyerinde koloni olusturmasi transformasyonun gergeklestigini gosterdi (Sekil

4.8).

Sekil 4.8: E. coli DH5a 1rkina transformasyon sonrasi 100 pg/mL ampisilin igeren LBA+Amp
besiyerinde iireyen bakteri kolonileri.

Transformasyon verimliliginin belirlenmesi i¢in, toplamda 10 farkli petriye ekilen rekombinant
plazmit igeren E. coli DH5a kolonilerinden her bir petriden rastgele 10 adet koloni segilip
koloni PZR yapildi. Sonucunda yaklagik 8/10 pozitif sonu¢ elde edildi. Transformasyon

verimliligi ortalama %80 olarak belirlendi.

Petrilerde iireyen transformant kolonilerden rastgele secilerek, negatif ve pozitif kontrolle
beraber “Boliim 3.7.5.”de anlatildigi gibi koloni PZR yapildi. Koloni PZR sonuglar1 Sekil
4.9°da gosterildi. Olusan bandin nsLTP geninin boyutuna (354 b¢) denk geldigi goriildii.
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400 be
300 be

Sekil 4.9: Koloni PZR iirlinlerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii. a) Markir (GeneOn 305-005), b-d),
Rastgele segilen kolonilerin PZR sonuglari e) Pozitif kontrol ve f) Negatif kontrol.

4.6. REKOMBINANT PLAZMIDIN RESTRIKSiYON ENZIMLERI iLE KESIiM
SONUCLARI

Agaroz jelde istenen bant goriintiisiinii olusturan bu koloniler segilerek, LB se¢ici (Amp igeren)
besiyerinde gece boyu 37°C’de 180 rpm’de iiretildi ve bu hiicrelerden plazmid izolasyonu
yapildi. Elde edilen ligasyon iirlinlerinin boyutlarin1 kontrol etmek amaciyla restriksiyon
enzimleri ile tekli ve ¢iftli kesimleri gergeklestirildi. Agaroz jelde tekli kesim sonucunda pQE-
2 plazmidinin lineer boyutunun 4758 bg, rekombinant plazmid boyutunun ise 5112 bg¢ oldugu
gozlendi. Rekombinant plazmidin ¢iftli kesiminde ise 4758 b¢’lik pQE-2 plazmidi ve 354 b¢’lik
nsLTP geni olmak {izere 2 bant goriildii (Sekil 4.10).

112 4758
be b

354 I‘H; 354 !_u;

Sekil 4.10: Rekombinant plazmidin tekli ve ¢iftli RE kesim sonuglari. a) Markir (1kb, Gene-On 305-
005), b) PCR {iriinii, ¢) Ligasyon {irtiniiniin Ps¢#/ restriksiyon endoniikleaz ile tekli kesimi, d)
Rekombinant plazmidin Pst/ ve Ndel restriksiyon endoniikleazlari ile ¢iftli kesimi.
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4.7. REKOMBINANT PLAZMIDIN E. COLI BL2I (DE3) IRKINA
TRANSFORMASYONU VE iZOLASYONU

Rekombinant plazmidin (pQE-2+/tp) transformasyonu “Bolim 3.7.2.”de anlatildig1 gibi
gergeklestirildi. Daha sonra transformant hiicreler LBA+Amp besiyerine ekildi. Ardindan PZR
ile dogrulugu belirlenen plazmidlerin “Bo6lim 3.7.3.”de anlatildig1 gibi izolasyonu
gerceklestirildi ve boyutu agaroz jelde analiz edildi. Karsilastirma i¢in, rekombinant pQE-2
plazmidinin, saf pQE-2 plazmidi ile beraber agaroz jel gorintiisii Sekil 4.11°de verildi.

5000 be =

3000 b e

Sekil 4.11: izole edilen plazmidlerin agaroz jeldeki goriintiisii. a) Markir (1kb, Gene-On 305-005), b)
Rastgele segilen kolonilerden izole edilen pQE-2+nsLTP plazmidi, c) Rekombinant plazmidin
Pstl restriksiyon enzimiyle kesimi d) Kesilmemis pQE-2 plazmidi, ) pQE-2 plazmidinin tekli
kesimi.

4.8. PROTEIN ANALIZ SONUCLARI

4.8.1. Protein Konsantrasyonlari

pQE-2+nsLTP aktarilmis E.coli BL21 kolonilerinden protein izolasyonu yapildi. Protein
konsantrasyon tayini icin ticari bir kit (SMARTTM BCA Protein Assay Kit, iNtRON
Biotechnology) kullanilarak BCA yontemi yapildi. Kit icerigindeki BSA stogundan 25, 125,
250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi ve BCA
analizi ile standart bir grafik elde edildi. Elde edilen lineer grafik ve dogru denklemi (Sekil
4.12) kullanilarak tiim orneklerin protein konsantrasyonlar1 belirlendi. Calisma siiresince

protein konsantrasyonlarinin 700-1500 pg/mL araliginda oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.12: Protein standart grafigi. Sigir Serum Albumin (‘‘Bovine Serum Albumin’’, BSA)
kullanilarak olusturuldu (R?=0.996).

4.8.2. Elektroforetik Analiz Sonuclari

Protein konsantrasyonlari belirlendikten sonra 6rnek yiikleme tamponu ile 1:1 (v:v) oraninda
kanistirilan 6rnekler, her bir kuyucukta 30 pg protein olacak sekilde jele yiiklendi ve 200 V
sabit voltajda ayristirildi. Jel izerindeki proteinler Coomassie boyama yontemi ile goriiniir hale
getirildi. Boyama sonucunda olusan bantlar ChemiDoc MP (Bio-Rad) sistemiyle goriintiilendi.

Saflastirilmis 6rnekte nsLTP’ye karsilik gelen ~14 kDa’luk tek bant gdzlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Coomassie boyama yontemi ile boyanmig 6rnek jel goriintiisii. a) Markir (SeeBlue® Pre-
stained Protein Standard, Invitrogen LC5625), b) Negatif kontrol, c) Izole edilen total protein ve
d) Saflastirilmig 6rnek.

4.8.3. Western-Blot Analiz Sonuclari

Rekombinant proteinin IgE baglama kapasitesi Western-Blot yontemi ile belirlendi. Saf
rekombinant protein PVDF membrana aktarildiktan sonra hasta ve kontrol (M. alba alerjisi
olmadig1 bilinen saglikli bireylerin) serumlar1 (Cetereisi ve dig., 2019) ile isleme sokuldu.
Western-Blot analizi sonucu olarak kemiliiminesans goriintiiler Sekil 4.14°de verildi.
Rekombinant {iriiniin test edilen 10 hastaya ait serum ornekleriyle reaksiyona girdigi gozlendi.

Negatif kontrolde ise herhangi bir bant gdzlenmedi.
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.1

Sekil 4.14: Western-blot analizi. a) Markir (SeeBlue® Pre-stained Protein Standard, Invitrogen
LC5625), b-j) Hasta serum &rnekleri, k) Kontrol serum 6rnegi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Gegtigimiz yiizyilda, alerjik hastaliklar oldukca nadir goriilen bir durumda iken, son yillarda
ciddi bir saglik sorununa doniismiistiir (Mansouritorghabeh ve dig., 2019). Alerji bugiin Diinya
popiilasyonunun % 25’inden daha fazlasin1 etkilemektedir. Diinyada 400 milyon insanin alerjik
rinitten ve 300 milyon insanin astimdan muzdarip oldugu bilinmektedir (Pawankar ve dig.,
2009). Avrupa icinde ise genel popiilasyonda polen alerjisi prevalansinin % 40 oldugu tahmin

edilmektedir (D’ Amato ve dig., 2007).

Alerjik hastaliklar, saglik sorunlarmin yani sira, ekonomik kayiplara da yol agmaktadir. Bu
olumsuzluklar1 azaltmak i¢in gelismis alerji tam1 yontemlerine ve daha etkili tedavilere
gereksinim vardir (Johansson ve dig., 2001). Alerjenlerin tanimlanmasi, izolasyonu,
biyokimyasal ve immiinolojik karakterizasyonu, bu molekiillerin IgE antikor {liretimini nasil
indiikledigini ve boylece alerjik reaksiyonlar1 nasil tetikledigini anlamak i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu
acidan saflastirilmis alerjenler (dogal veya rekombinant), teshis araglarini standartlagtirmak ve
gelistirmek, ayrica immiinoterapi protokollerini rasyonel hale getirmek i¢in iyl bir ¢oziim

yoludur (Valenta, 2002).

Polen alerjenleri, hem alerjik rinit, hem de astim i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilir
(Asam ve dig., 2015). Polenlerin igeriginde bulunan suda ¢06ziinebilir protein ya da
glikoproteinlerin alerjiye neden olan ana molekiillerdir (Puc, 2003). Atmosferde bulunusu
mevsime, iklime ve cografi bolgeye gore degisen polenlerin igerdigi proteinler hava kirliliginin
etkisiyle degisiklige ugrayarak alerjiye yol agabilirler (Emberlin, 1998; Chehregani ve dig.,
2004). Iklim degisikliginin yarattig1 etkilerden dolay1 da gelecekte insanlar1 polen alerjisinin ne
kadar etkileyebilecegine dair nicel bir degerlendirme yoktur (Lake ve dig., 2017). Bunedenlerle
belli bir bolgeye 6zgii alerjenik polenlerin ve tasidiklart molekiillerin tanimlanmasi ve bol
miktarda elde edilmesi bu saglik sorununa ¢6ziim bulmak i¢in gelecekte daha da biiyiik 6nem

kazanacaktir.

Dogal kaynaklardan alinan geleneksel alerjen ekstreleri ile ¢alismak, tan1 ve tedavide kullanilan
tekniklerde bircok dezavantaja sahiptir. Bunlarin 6niine gegmek ic¢in rekombinant alerjenler
tiretmek iyi bir ¢6ziim yoludur (Valenta ve Nideberger, 2007). Ekstraktlar1 kullanan geleneksel
alerji testlerinin aksine, molekiile dayali teshis, hastaya 6zgli duyarlilik profillerini ortaya

cikaran bir¢ok alerjenik molekiiliin ayni1 anda test edilmesini saglar. Rekombinant DNA
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teknolojileri, iyi karakterize edilmis ve kontamine olmayan as1 bilesenlerini iiretmek icin de

kullanilmaktadir (Tscheppe ve Breiteneder, 2017).

Daha oOnce yapilan caligmalara gore, dut agaclari, 1s1 direnci ve kuraklikta hayatta kalma
kabiliyetleri nedeniyle yaygin bir yayilim gostermektedir. Ayrica, bol miktarda polen
irettikleri, polenlerinin ve meyvelerinin alerjik hastaliklara yol agtig1 iyi bilinmektedir (Papia

ve dig., 2020).

Akdeniz’de alerjik hastalarda, baz1 gidalardan ve polenlerden gelen spesifik olmayan LTP’lerin
yiiksek prevalansa sahip oldugu gosterilmistir. nsLTP’lere duyarlilik, cografi farkliliklara bagh
olarak degismektedir (Dubiela ve dig., 2019).

Morus cinsinin birkag farkl: tiirtinde spesifik olmayan lipit transfer proteininin alerjenik etkisi
goriilmistiir (Navarro ve dig., 1997; Ciardiello ve dig., 2010; Micheal ve dig., 2013). M.
nigra’da yapilan bir ¢alismada Mor n 3 olarak adlandirilan lipit transfer proteini izole edilmis
ve alerjenik aktivitesi ortaya konulmustur (Ciardiello ve dig., 2010). Pakistan’da yapilan bir
arastirmada ise, M. papyrifera’da 10-kDa molekiiler agirliginda alerjenik proteini rapor
edilmistir ve molekiiler agirligi géz Oniinde bulundurularak onun da bir tir LTP oldugu

diisiiniilmektedir (Micheal ve dig., 2013).

Bu tez ¢alismasi, M. alba polenindeki alerjenleri tespit etmek icin daha 6nce ¢alisma grubumuz
tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismanin (Cetereisi ve dig., 2019) devami niteligindedir. M. alba
poleninde bulunan proteinlerden 75-85 kDa ve <30 kDa (muhtemelen 15-16 kDa) olan bazi
proteinlerin alerjen olabilecegi rapor edilmistir (Cetereisi ve dig., 2019). Mevcut literatiir goz
oniinde bulundurularak, bu tez ¢alismasinda alerjenik bir protein oldugu bilinen nsLTP’nin M.
alba poleninde aragtirilmasi, £.coli’de klonlanmasi ve rekombinant iiretimi gergeklestirilmistir.
E. coli, bliyime hizi, maliyet etkinligi, rekombinant proteinlerin yiiksek verimi ve kolay
Ol¢eklendirme islemi nedeniyle rekombinant proteinlerin {iretimi i¢in en ¢ok tercih edilen

organizma oldugu i¢in (Al-Hejin ve dig., 2019) klonlama E. coli’de gergeklestirlmistir.

Farkli kaynaklardan gelen nsLTP’ler arasinda yiiksek oranda amino asit dizi benzerligi vardir.
nsLTP’lerin, alerjenik kapasitesi, kimyasal, enzimatik degradasyona ve termal denatiirasyona
pratik olarak oldukca kararli olan yapilariyla acgiklanmaktadir (Salcedo ve dig., 2004). Elde
ettigimiz sonuglara gére M. alba’nin nsLTP geni Morus ailesinde cDNA dizisi bilinen tiirler ile

% 90’dan fazla benzerlik gostermistir.
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Ceterisi ve ark. (2019) M. alba polen ekstreleri ile yaptiklar: caligmada 11 hasta serumundaki
IgE’yi baglama kapasitesinin <30 kDa proteinlerde de oldugunu gdstermistir. Ayni serum
ornekleri kullanilarak yapilan immiinoblotlama deneyleri, saflagtirilmis rekombinant
nsLTP’nin IgE baglama kapasitesini ortaya koymustur. Bu sonu¢ nsLTP’nin M. alba

polenindeki alerjenlerden biri oldugunun kanitidir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile akdut poleninde bulunan nsLTP ilk kez rekombinant olarak
tiretilmistir. Tan1 ya da tedavide kullanilma potansiyeline sahip olan alerjik M. alba’nin nsLTP
proteini saf sekilde elde edilmistir. Rekombinant DNA teknolojisi tekniklerinin sundugu sabit
kalite ve yiiksek miktarda protein iiretimi sayesinde nsLTP’ye kars1 alerjisi olan genis ¢apta
hasta gruplaria tan1 ve tedavide yeni ¢éziimler gelistirmek miimkiin olabilir. Ayrica, bu tez
caligmasinda iretilen bilgiler, diger alerji calismalarinda ve epitop haritalandirmasinda da

kullanilabilecek bir kaynak potansiyelindedir.
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