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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SERVI POLENLERINDE TANIMLANMIS ALERJENIK PEKTAT LIYAZIN
BiYOTEKNOLOJIK URETIiMi

Narmin MIRZAMAMMADLI

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Emine Sekiire Nazlh ARDA

Polen alerjisi diinyada ve iilkemizde insan sagligin1 olumsuz etkileyen, ekonomik kayiplara
neden olan ciddi bir saglik sorunudur. Alerjenik polenler cogunlukla iist solunum yollarini ve
gozleri etkilese de astim gibi daha ciddi hastaliklar tetikleyebilir. Bu nedenle polen alerjisinde
erken teshis ve etkin tedavi biiylik 6nem tasir. Son yillarda tiim alerjik hastaliklar gibi polen
alerjisi de hava kirliligi, kiiresel 1sinma, yogun kentlesme gibi ¢evresel faktorler nedeniyle
dramatik bir sekilde artmistir. Alerjik rinit ve konjonktivit gibi polen alerjilerinin tan1 ve
tedavisinde kullanilacak spesifik ve standardize yeni iiriinlere acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.
Rekombinant alerjenler, polen alerjisinin tan1 ve tedavisinde umut vaad etmektedir.

Aga¢ polenleri ¢ok sayida alerjen protein icerir. Galakturonik asit iceren polisakkarit
zincirlerini pargalayan bir enzim olan ve servi (Cupressaceae) polenlerinde bulundugu bilinen
pektat liyaz alerjen proteinlerden biridir.

Bu ¢alismada, yerel servi (Cupressus sempervirens) poleninde bulunan pektat liyazin (Cup s 1)
Escherichia coli’de rekombinant olarak tiretimi ile daha sonraki ¢alismalarda ve uygulamalarda
kullanilacak bir iiriin elde edilmesi amaglanmistir. Plazmid (pQE-2) iiretimi igin E. coli DH5a
irk1, rekombinant protein tiretimi i¢in ise, E. coli BL21 (DE3) wrki kullanilmigtir. Servi
polenlerinden izole edilen total RNA’dan PZR ile cDNA kiitiiphanesi olusturulmus ve kalip
olarak cDNA’nin kullanildigt RT-PZR ile histidin etiketli Cup s 1 geni amplifiye edilmis ve

Xiv



plazmidle ligasyonu saglanmistir. pQE-2 plazmidi ve rekombinant plazmid 1s1 soku yontemi ile
E.coli’ye aktarilmis ve transformant hiicreler koloni PZR ile segilerek ¢ogaltilmistir.

Transformant hiicreler | mM IPTG (izopropiltiyo-B-D-galaktopiranozid) igeren besi ortaminda
cogaltilmis, ardindan ¢oktiirtilmiis ve homojenize edilmistir. Rekombinant protein nikel afinite
kromatografisi ile saflastirllmis ve jel elektroforeziyle analiz edilmistir. Saf rekombinant
proteinin alerjenitesi Western blot analiziyle dogrulanmistir.

Sonug olarak tanida veya immiinoterapide kullanilma potansiyeli olan alerjenik servi poleni
pektat liyazinin biyoteknolojik iiretimi basariyla gerceklestirilmistir.

Agustos 2021, 80 sayfa.

Anahtar kelimeler: Polen, polen alerjisi, Cupressus sempervirens, servi, pektat liyaz,
rekombinant alerjen.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF ALLERGENIC PECTATE

LYASE IDENTIFIED IN CYPRESS POLLENS

Narmin MIRZAMAMMADLI

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Emine Sekiire Nazli ARDA

Pollen allergy is a serious health problem that has negative effects on people’'s health and causes
economic losses in the world and in our country. Although allergenic pollens mostly affect the
upper respiratory tract and eyes, they can trigger more serious diseases such as asthma. Thus
early diagnosis and effective treatment are of great importance in pollen allergy. In recent years,
pollen allergy, like all allergic diseases, has increased dramatically due to environmental factors
such as air pollution, global warming, and intense urbanization. There is an urgent need for
specific and standardized new products to be used in the diagnosis and treatment of pollen
allergies, such as allergic rhinitis and conjunctivitis. Recombinant allergens show promise in
the diagnosis and treatment of pollen allergy.

Tree pollens contain many allergen proteins. Pectate lyase, an enzyme that breaks down
polysaccharide chains containing galacturonic acid, found in cypress (Cupressaceae) pollens,
is one of the allergenic proteins.

In this study, obtaining a product that will be used in further studies and applications was aimed
by recombinant production of the pectate lyase (Cup s 1) found in local cypress (Cupressus
sempervirens) pollen in Escherichia coli. DHS5a strain was used for plasmid (pQE-2)
production, and E. coli BL21 (DE3) strain was used for recombinant protein production. A
cDNA library was created by PCR from total RNA isolated from cypress pollen, and histidine-
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labeled Cup s 1 gene was amplified and ligated with plasmid by RT-PCR using cDNA as a
template. Transfer of pQE-2 plasmid and recombinant plasmid to E.coli was performed by heat
shock method and transformant cells were grown following their selection by colony PCR.

Transformant cells were grown in a medium containing 1 mM IPTG (“isopropylthio-B-D-
galactopyranoside™) followed by precipitated and homogenized. The recombinant protein was
purified by nickel affinity chromatography and analyzed by gel electrophoresis. The
allergenicity of the pure recombinant protein was confirmed by Western blot analysis.

As a result, biotechnological production of allergenic cypress pollen pectate lyase, which has
the potential to be used in diagnosis or immunotherapy, has been successfully achieved.

August 2021, 80 pages.

Keywords: Pollen, pollen allergy, Cupressus sempervirens, cypress, pectate lyase,
recombinant allergen.
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1. GIRIS

Alerjik hastaliklar (6rn. alerjik rinit, alerjik konjoktivit, alerjik astim, iirtiker, ilag alerjisi, bocek
alerjisi, a1 alerjisi, gida alerjisi vb.) son yillarda biiyiik bir artisa gegmistir. ikibinli yillarn
basinda yetiskinlerin yaklasik %20’sinin ve okul cocuklarinin yaklasik iicte birinin alerji hastasi
oldugu rapor edilmistir (Behrendt ve Becker, 2001; Gonzalez-Buitrago ve dig., 2007). Alerjik
rinit Diinya niifusunun %10-30’unu etkilemekte, cevredeki yabanci proteinlere duyarlilik (IgE

antikor yanit1) yer yer daha da yiiksek oranlara (%40) ¢ikmaktadir (Pawankar ve dig., 2013).

Halk arasinda saman nezlesi olarak bilinen, uzmanlarca mevsimsel alerjik rinit olarak
adlandirilan polen alerjisi ilk olarak 1819'da Londra'daki Guy's Hastanesinde Dr. John Bostock
tarafindan tanimlanmis, 20. yiizyilda milyonlarca kisi mevsimsel alerjik rinit ve alerjik astim
tanis1 almistir (Smith ve dig., 2014; Corren, 2017). Polen alerjisi, baz1 bitki polenlerinin
(6zellikle agac, cali ve ¢cimen polenlerinin) ilkbahar, yaz ve sonbahar aylarinda bazi kisilerde
yol actig1 alerjik reaksiyonlar sonucunda gelisen, basta burun ve gozlerin mukoza zarlarini
etkileyen, genellikle burun akintisi, burun tikaniklig1 ve gézlerde kasinti ve sulanma, burunda,

i¢ kulakta ve damakta kasint1 gibi semptomlar ortaya koyan bir asir1 duyarlilik reaksiyonudur

(Skoner, 2001; Sanchez-Borges ve Greenberger, 2016; AAFA, 2021).

Basta kiiresel 1sinma olmak iizere pek ¢ok g¢evresel faktdr polen alerjisini indiiklemektedir
(Haahtela ve dig, 2013; Marselle ve dig., 2019; D’ Amato ve dig, 2020). Polen alerjisi olan
bireylerde baz1 yiyeceklere kars1 gida alerjisi de gelisir ve bu alerji Avrupa'da en sik goriilen
gida alerjisi haline gelmistir (Bohle, 2007; D’Amato ve dig., 2007; Stewart and Robinson,
2017).

Bugiine kadar, Diinya Saglik Orgiitii Alerjen Nomenklatiirii’ne bitkisel kaynakli (¢imlerden,
agaclardan ve yabani otlardan kaynaklanan) 483 alerjen kaydedilmistir (WHO, 2021).
Polenlerdeki alerjenlerin tami ve tedavi agisindan 6nemli oldugu bildirilmektedir (Pablos ve
dig., 2016). Bolgelere gore farklilik gosterebilmesine ragmen polen sezonu Ocak ayinda servi
(Cupressus), ardi¢ (Juniperus), mazi (Thuja) polenleri ile baslayip Nisan ayinda mese
(Quercus), hus agaci (Betula), giirgen (Carpinus), kayin (Fagus), kestane (Castanea), findik
(Corylus), kizilagag (Alnus), Londra ¢inar1 (Platanus), sogiit (Salix) ve kavak (Populus)

polenleri ile devam eder. En fazla alerjik reaksiyona yol agan agaclar servi, kiil agaci



(Fraxinus), Londra ¢inar1 ve hus agacidir. Alerjik hastaliklar bakimindan en dnemli servi tiirleri
ise Cupressus sempervirens (Akdeniz servisi) ve Cupressus arizonica (mavi Arizona
servisi)’dir (D’ Amato ve dig., 2007; Bigak¢1 ve Tosunoglu, 2019).

Alerji tanisinda karsilasilan en 6nemli sorunlardan biri baz1 bireyler igin spesifik alerjenin tam
olarak belirlenememesidir. Bu belirsizlik 6zellikle polen kaynakli alerjik rinit tanisinda s6z
konusudur. Bunun nedeni tani testlerinde kullanilan panellerin saf alerjen proteinlerden ziyade
ekstrelerden olugmasi, dogal kaynaginin da testin yapildig1 degil tiretildigi iilkedeki polenler
olmasidir. Daha basaril1 ve giivenilir sonuglar almak i¢in taninin yerel kaynaklardan izole edilen
saf alerjenlerle yapilmasi gerektigi one siirtilmektedir. Gelistirilmis polen ekstrelerinin
kullanimiyla hiposensitizasyonun giderek daha fazla regete edildigi bildirilmistir (Ford ve dig.,
1991). Spesifik alerjenin tam olarak belirlenememesi tedaviyi de giiclestirmektedir. Hastalig1
ortadan kaldirmaya ydnelik olarak uygulanan spesifik immiinoterapi, bireyin alerjik yanitini
ortadan kaldirmaya c¢alismak i¢in, hastaya belli bir siire boyunca artan miktarda ham alerjen
ekstrelerinin uygulanmasini igerir. Bu terapi, hastalarin %30-%39 unda etkisizdir ve nadiren de
olsa istenmeyen ve hatta bazen hayati tehdit eden yan etkiler gdsterebilir. Immiinoterapi
enjeksiyonlarinda tedavinin etkinligini artirmak ve olumsuz yan etkileri azaltmak i¢in ham
alerjenlerin yerine, rekombinant DNA teknolojisi ile {iretilmis rekombinant alerjenlerin

kullanilabilecegi ileri stiriilmektedir (Lewenstein ve Larsen, 2001; Jutel ve dig., 2012).

Bu ¢alisma, Akdeniz servisi (Cupressus sempervirens)’nin polenlerinde bulundugu bilinen
alerjenik pektat liyaz proteininin E.coli’de rekombinant olarak tiretimini amaglamaktadir. Yerel
polendeki alerjenik pektat liyazin rekombinant olarak bol miktarda iiretilmesi, bu proteinin
ozelliklerini kesfetmek ve gelecekte tan1 ve immiinoterapi araglari olarak kullanmak i¢in 6nemli

bir adim olusturacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ALERJI

Alerjik hastaliklara atfedilebilecek bazi semptomlar Antik c¢aglara kadar uzanan eski
kaynaklarda karsimiza ¢ikmaktadir (Epoztiirk ve Gorkey, 2018). Bu kaynaklara gére Roma
Julio-Claudian hanedaninin ii¢ iiyesinin (Augustus, Claudius ve Britannicus) aile ge¢misinde
atopi oldugundan siiphelenilmektedir (Epoztirk ve Gorkey 2018). "Alerji" kavramini ilk kez
Avusturyali ¢gocuk doktoru Clemens Pirquet’in 1906'da at serumu veya ¢icek asis1 enjeksiyonu
yapilan hastalarin genellikle ikinci enjeksiyonlara karsi daha siddetli reaksiyon verdiklerini fark
etmesinden sonra kullanmistir (Ring, 1985). Pirquet bu fenomeni (alerji) antik Yunanca’da
"diger" anlamina gelen "dAAoc-allos" ve "is" anlamina gelen "ergpyov-ergon" sdzlerini
birlestirerek ifade etmistir (Pirquet, 1906). Giiniimiizde de bagisiklik sisteminin herhangi bir
maddeye kars1 gosterdigi asir1 duyarlilik reaksiyonlarmi igeren bir kavram olarak
kullanilmaktadir. Alerjik hastaliklar modern toplumlarin 6nemli saglik sorunlari arasinda yer
almaktadir ve niifusun yaklasik %25’ini olumsuz etkilemektedir (Behrendt ve Becker, 2001;
Gonzélez-Buitrago ve dig., 2007). Alerji, viicudun, normalde zararsiz olan maddelere karsi
gosterdigi anormal yanit olarak tanimlanabilir. En yaygin alerjenlerden bazilar1 toz, bocekler,
cesitli gidalar ve polenlerdir. Hava yoluyla viicuda giren polenlerin yol actig1 alerjiler polinozis
olarak da bilinir. Cografi bolge, iklim ve ¢evre kosullar1 polenlerin yapilari, havadaki miktarlari,
histokimyasal 6zellikleri ve alerjenitelerindeki 6nemli faktorlerdendir (D’ Amato ve dig., 2007).
Son 150 yilda cevre, beslenme, su kalitesi ve kisisel davranislardaki degisiklikler alerjik
hastaliklarin 6zgiilliiglinlin yan1 sira yayginlik ve siddetinde de baskin bir rol oynamistir.
Riizgar ve firtinalar da polenlerin alerjenik bilesenlerinin atmosfere salinmasina neden olabilir,
polen mevsiminde alerjik rinit ve astimin tetikleyici faktorleri olarak gorev yapar (D’ Amato ve
dig., 2018) Hava kirleticileri ve g¢evresel faktorler, alerjen konsantrasyonunu ve astimin
siddetini etkileyen ana faktorlerdir (Brandt ve dig., 2015; Cecchi ve dig., 2018). Hava sicakligi
ve CO2'in artig1 da dogrudan ve/veya dolayli olarak polen {iretimini ve dagilimini etkilemektedir
(Smith ve dig., 2013; Stinson ve dig., 2016).



Polen, mukoza ile temas ettiginde agiga c¢ikan suda coziinebilir proteinler igerir. Alerjik
kisilerde, bagisiklik sistemi, aslinda zararsiz olan proteinlere tepki olarak IgE antikorlar iiretir.
Bu antikorlar, viicudun mast hiicreleri olarak bilinen savunma hiicrelerine baglanir ve daha
sonra histamin gibi anti-enflamatuar maddeler salgilanir. Histamin ve diger haberci maddeler
baska salgi bezlerini uyararak ve sinirleri tahris ederek kasintiya, hapsirmaya ve mukoza
zarlarinin sismesine ve kizarmasina neden olan damar genislemesine (vazodilatasyona) yol acar

(Zuberbier, 2016).
2.2. ALERJIK REAKSIYON TiPLERIi

Alerjik reaksiyonlar Gell ve Coombs siniflandirmasina gore 4 tiire ayrilmistir (Gell and

Coombs, 1963):

Tip I alerjik reaksiyonlar (ani asir1 duyarlilik) IgE aracilidir (Sekil 2.1). Antijen, doku mast
hiicrelerine ve kan bazofillerine bagli olan IgE'ye baglanir, dnceden olusturulmus aracilarin
(6rn., histamin, proteazlar, kemotaktik faktorler) ve diger aracilarin (6rn., prostaglandinler,
l6kotrienler, trombosit aktive edici faktor, sitokinler) sentezini tetikler. Bu aracilar
vazodilatasyona, artmis kilcal gecirgenlige, mukus hipersekresyonuna, diiz kas spazmina ve
eozinofiller, tip 2 yardimec1 T hiicreleri (TH2’ler) ve diger enflamatuar hiicreler ile doku
infiltrasyonuna neden olur. Tip I alerjik reaksiyonlar, antijene maruz kaldiktan sonra 1 saatten

daha kisa siirede gelisir (Delves, 2020).
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Sekil 2.1: Tip | alerjik reaksiyon; ani asir1 duyarlilik
(anafilaktik reaksiyon) (Mills, 2010).

Tip I asir1 duyarhilik reaksiyonlari, tiim atopik bozukluklarin (6rn., atopik dermatit, alerjik
astim, rinit, konjonktivit) ve bir¢ok alerjik bozuklugun (6rn., anafilaksi, anjioddem, iirtiker,
lateks ve bazi gida alerjileri) temelini olusturur. Atopi ve alerji terimleri genellikle birbirinin

yerine kullanilir, ancak farklidir:

Atopi, abartili bir IgE aracili bagisiklik tepkisidir; tiim atopik bozukluklar tip I asir1 duyarlilik
reaksiyonlaridir. Alerji, mekanizmaya bakilmaksizin yabanci bir antijene abartili bir bagisiklik

tepkisidir.

Bu nedenle, tiim atopik bozukluklar alerji olarak kabul edilir, ancak bir¢ok alerjik bozukluk
[6rn., HP (hipersensitivite pndmonisi)] atopik degildir. Alerjik bozukluklar insanlar arasinda en

sik goriilen bozukluklardir.

Atopik bozukluklar en sik burun, gozler, deri ve akcigerleri etkiler. Bu bozukluklar arasinda
konjonktivit, ekstrinsik atopik dermatit (en yaygin egzama tiirii), immiin aracili tirtiker, immiin
aracili anjiyoddem, akut lateks alerjisi, bazi alerjik akciger bozukluklari bulunmaktadir (Delves,

2020).



Tip 1l sitotoksik reaksiyonda, antikor, kompleman aktivasyonu yoluyla hiicre lizisini
indiiklemek icin hiicre zarma baglh antijen ile dogrudan reaksiyona girer (Sekil 2.2). Bu
antijenler, otoimmiin reaksiyonlarda oldugu gibi i¢sel veya "6z" veya dissal veya "kendinden
olmayan" olabilir. Sitotoksik reaksiyonlara IgG ve IgM aracilik eder. Sitotoksik reaksiyon
ornekleri, yenidoganin Rh uyumsuzlugu, kan transfiizyon reaksiyonlar1 ve pemphigus vulgaris
ve biilloz pemfigoid gibi otoimmiin deri hastaliklari, otoimmiin hemolitik anemi ve
Goodpasture sendromu (Mills, 2010), organ nakli hiperakut greft reddi, Coombs-pozitif

hemolitik anemi, Hashimoto tiroidi bulunur (Delves, 2020).
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Sekil 2.2: Tip Il alerjik reaksiyon: sitotoksik reaksiyon
(Mills, 2010).

Tip II asir1 duyarlilik, immiin kompleks reaksiyonlar1 olarak da bilinir ve IgG, IgM ve bazen
IgA antikorlarini igerir (Sekil 2.3). Bu bagisiklik komplekslerinin birikmesi, polimorfoniikleer
16kositlerin  (PMN'ler) kemotaksisine yol agan ve sonunda doku hasarina neden olan
kompleman sistemi aktivasyonu ile sonuglanir. Tip III bozukluklar1 arasinda serum hastaligi,
sistemik lupus eritematozus (SLE), romatoid artrit (RA), I16kositoklastik vaskiilit,
kriyoglobulinemi, akut hipersensitivite pndmoniti ve ¢esitli glomeriilonefrit bulunur (Abbas ve
dig., 2021).



Tip Il reaksiyonlar antijene maruz kaldiktan 4 ila 10 giin sonra gelisir ve antijene maruz kalma

devam ederse kroniklesebilir.
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Sekil 2.3: Tip 1l alerjik reaksiyon: bagisiklik
kompleks reaksiyonu (Mills, 2010).

Tip IV alerjik reaksiyonlara (gecikmis asir1 duyarlilik) T hiicresi aracilik eder (Sekil 2.4).

Belirli bir antijenle temastan sonra hassaslastirilmis T hiicreleri, siirekli maruz kalma veya
antijene yeniden maruz birakma yoluyla aktive edilir; direkt toksik etkiler veya eozinofiller,
monositler ve makrofajlar, nétrofiller veya dogal dldiiriicii hiicreleri aktive eden sitokinlerin

salinmasi yoluyla dokuya zarar verirler.

Tip IV alerjik reaksiyonlari igeren hastaliklar arasinda kontakt dermatit (6rn., zehirli sarmasiga
kars1), subakut ve kronik asir1 duyarlilik pndmonisi, allogreft reddi, tiiberkiiloza bagisiklik
yaniti ve bir¢ok ilag asirt duyarliligi bulunur (Delves, 2020).



t-lenfositleri
tarafindan
baslatilir g0

- doku yiksn

Sekil 2.4: Tip 1V alerjik reaksiyon: hiicre aracilt
(gecikmeli) asir1 duyarlilik (Mills, 2010).

2.3. ALERJIDE RiSK FAKTORLERI

Alerjide bireye bagli en dnemli risk faktorleri kalitim, cinsiyet, irk ve yas olup alerjenlere maruz
kalma en etkili gevresel faktor olarak tanimlanmaktadir; ¢evre Kirliligi, pasifigicilik ve solunum
yolu enfeksiyonlar1 da ozellikle bronsiyal ataklar ile astim krizlerinin sayisini ve siddetini

arttirabilir (De Swert, 1999).

Alerjen polenlerin havadaki dagilimi esas olarak cografi bolgeye ve mevsime baglidir (Cecchi,
2013). Ornegin, Cin’de alerjik rinit ve astima yol agan polenlerin basinda Artemisia cinsine ait
bitkilerin polenleri gelir (Tang ve dig., 2015). Kuzey Cin'de sonbahar mevsiminde alerjik astimi
en ¢ok yabani pelin otu (Artemisia vulgaris) ve Japon bugday1 (Humulus japonicus) polenleri
indiikler (Yin ve dig., 2005).

Polenlerdeki alerjenlerin havaya salinimina neden olan en az ii¢ ¢evresel faktor vardir: yiiksek
bagil nem, siddetli yagmur ve kirleticiler. Nemli havalarda, fizyolojik tozlasma kosullarina
benzer bir siire¢ yaganir ve polen tanelerindeki alerjenler disariya salinir. Polenler yiiksek nemli
bir ortamda daha kiiglik polen partikiillerine ayrilarak alt solunum yollarina kolayca ulasir ve
asttimi1 indiikler (D’Amato ve dig., 2017). Nadiren de olsa, polen taneleri firtina gibi olumsuz

hava sartlarina bagli ozmotik sokun etkisiyle patlayabilir ve alerjen iceren partikiiller havaya



sacilabilir. Bu nedenle, siddetli yagislar ve firtinalar astim krizleri i¢in 6nemli bir risk faktorii
olarak one siiriilmiistiir (Anto ve Sunyer, 1997; Suphioglu, 1998; D’Amato ve dig., 2018).
Nitekim Diinyada firtinaya bagli astim salginlar1 yasanmistir ve en siddetlilerinden biri de 2016
yilinda Melbourne'de (Avustralya) meydana gelmistir (Andrew ve dig., 2017). Firtina-astim
salginlari, firtinalarin basinda, hastane acil servislerinde astim ziyaretlerinin hizli bir sekilde

artmasiyla karakterize edilir (D’ Amato ve dig., 2016).

Iklim degisikligi (6zellikle asir1 hava olaylari, sicaklik ve hava diizenlerinin degisimi),
kentlesme, biyolojik cesitlilik kaybi gibi bir¢ok faktor, polen kaynakli alerjik astimin
morbiditesinde artisa katkida bulunmaktadir (D’Amato ve dig., 2016). Son 20 yilda hava
sicakligr ile havadaki CO-'in artisi dogrudan ve/veya dolayli olarak bezelye polenlerinin
tretimini ve dagilimim etkilemektedir (Smith ve dig., 2013; Stinson ve dig., 2016). Ozon ve
NO: gibi havadaki gazlarin da mevsimsel alerjik riniti ve astimi tetikledigi bilinmektedir
(D’Amato ve dig., 2005). Hava kirliligi (kapali alanlarda yemek ve temizlik firiinlerinin
buharlari, evcil hayvan tiiyleri, kiif sporlari, sigara dumanu, toz akarlar1 vb.; acik alanlarda egzoz
gazlari, endiistriyel atiklar, fosil yakitlar ve yanginlara bagli yogun duman) astim siddetini

artiran ¢evresel faktorlerdendir (Takizawa, 2011; Brandt ve dig., 2015; Cecchi ve dig., 2018).
2.4. POLEN ALERJiSI

Yukarida da belirtdigimiz gibi polen alerjisi ilk kez 1819'da doktor John Bostock tarafindan
tanimlanmistir (Bostock, 1819) ve su ana kadar 150'den fazla polen alerjeninin otlardan,
agaclardan ve yabani otlardan kaynaklanan alerjik bir siirecte dnemli bir rol oynadigi kabul

edilmektedir (Allergen Nomeclature, 2021).

Mevsimsel alerjik rinit, polen alerjisi veya saman nezlesi olarak da bilinen polinoz, polen
bilesenlerine karsi duyarliligin sonucudur. Polen alerjenleri, daha 6nce hassaslagsmis bireylerin
hava yolu mukozasi ve konjonktivasi ile temas ettikten sonra klinik semptomlara yol agar.
Charles Blackley, 1873'te hastalik etiyolojisini dogrulayan deri ve provokasyon testlerini
tanitarak polen ve pollinosis arasindaki iliskiyi dogruladi (Knox, 1979). Polinozun 6énemli bir
ozelligi, semptomlarin genellikle yilin ayn1 zamaninda (tozlasma sirasinda) yillik periyotlar
halinde ortaya ¢ikmasidir. Ornegin, Giiney Brezilya'da semptomlar genellikle Eyliil ayinda
baslar ve Ekim ve Kasim aylarinda kétiilesir, baz1 durumlarda Aralik ve Ocak'a kadar stirer.

Polen duyarliligi olan bazi hastalarda, ¢ogunlukla evlerde bulunan alerjenlere bagl olarak,
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polen salma mevsiminden Once ve sonra alerji semptomlarit gézlenir (Vieira, 2003). Polen
alerjenlerine duyarlilik, ev tozu akar1 (Dermatophagoides pteronyssinus) alerjenleri, mantarlar
ve hayvan ve hamambdcegi epiteli gibi diger ¢ok yillik alerjenlere karsit duyarhilikla iligkili
olarak ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle semptomlar sadece ilkbaharda veya polen mevsiminde degil
yil boyunca ortaya ¢ikabilir, fakat semptomlar ilkbaharda daha kétidir (Taketomi ve dig.,
2006).

Polen tanesi ¢icekli bitki yasam dongiisiiniin bir parcasidir ve ¢igekli bitki erkek gametlerini
barindiran 6zel bir yapidir. Biyolojik islevi disi gametofiti dollemektir. Dogadaki polenler
cesitli sekillere (cogunlukla bir kiirenin varyasyonlar1) ve boyutlara (12 ila 300 mm ¢ap)
sahiptir. D1 duvar (ekzin) sporopoleninden olusur. Ekzin, polenin fiziksel ve kimyasal giicii
icin 6nemlidir ve germ agiklig1 boyunca polen tanesini kaplar. Ekzinden farkli olarak, i¢ duvar
veya intin piiriizsiizdiir ve polen tanesini sekillendirmede yapisal destek gérevi yoktur. Intin,
bitkisel ve germ g¢ekirdekleri, nisasta taneleri ve indirgenmis polisakKarit partikiilleri dahil

olmak tiizere hiicre i¢i organelleri igeren polen sitoplazmasini ¢evreler.

Por

Cekirdek n
Seliiloz ceper

Sitoplazma-

Intin
Eksin

Sekil 2.5: Polen Tanesinin Yapist (https://www.meritnation.com/ask-
answer/question/briefly-explain-the-structure-of-pollen-grains/
sexual-reproduction-in-flowering-plants/12534869).

Kuru bir atmosferde polen yiizyillarca stabil kalabilir. Anemofil polen (riizgar aracili
tozlasmanin gerceklestigi) alerjenik Oneme sahiptir. Genel olarak, bir polen tanesi 10
metre/saniye hizla 175 kilometre uzaga tasinabilir ve durgun havada yaklasik 3.1 cm/saniye
ortalama hizla ¢oker (Stanley ve Linskens, 1974).
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Polen alerjenleri, ¢ogunlukla suda ¢oziinebilen proteinler veya glikoproteinlerdir, bu da onlar1
biyolojik olarak kolayca erisilebilir kilar ve saniyeler i¢cinde bir IgE antikor aracili alerjik
reaksiyonu uyandirma yetenegine sahiptir. Son yillarda lipofilik alerjenler de tanimlanmistir
(Jappe ve dig., 2019). Alerjenik partikiiller, en az iki mekanizma ile sitoplazmadan atilir. ilk
mekanizmada, polen tanesi izotonik bir ortamda mukoza ile dogrudan temas ettiginde alerjenler
hizla yayilir ve konjonktiva ve burun gibi erisilebilir mukoza ylizeylerinde ani alerjik
semptomlara yol acar. Ikinci mekanizmada, hipotonik bir ortam (yagmur suyu gibi) polen
tanesinin hidrasyonuna neden olur. Dolayisiyla, kiigiilen polen tanesi alt solunum yollarina

kolay ulasan ve astimi1 indiikleyen alerjen maddeleri disar1 atar (Suphioglu, 1998).
2.5. Cupressus sempervirens

Cupressus sempervirens (Akdeniz servisi) Cupressaceae (Servigiller) familyasinda yer alan bir
servi tliriidiir. Cupressus adi, Latince'den gelmektedir. C. sempervirens, Afrika’nin kuzeyi,
Akdeniz’in dogusu, Asya’nin batisi ve Hazar Denizi’nin giineyinde yayilis gosterir (Hortus,
1976; Kavgaci, 2018). Konik tag ile 35-40 m boyunda bir siis agacidir. Her dem yesil aga¢ ve
agaccik halinde, yapraklar1 pul seklinde odunsu bitkilerdir. Siirglinleri dort koseli ya da
yuvarlakca, ender olarak yass1 goriiliir. Tohum konileri oval veya 10-14 pullu dikdoértgen, erkek
koniler 3-5 mm uzunlugundadir (Vidakovic, 1991; Waisel ve Epstein, 2000). Tiiriin
C.sempervirens var. sempervirens (dallar1 tepeye dogru siitun seklinde daralir) ve
C.sempervirens var. horizantolis (dallar1 yanlara dogru acilir) isimli iki varyetesi vardir
(Kavgaci, 2018). Cupressaceae familyasaindaki agaglar Akdeniz bolgesinde genis bir alanda
yayllmistir. Hizli biiyiirler, su ihtiyaglar1 diisliktiir. Ayrica sebze ve meyve iiretimi yapilan
yerlerde bitkileri korumak igin riizgar kiric1 olarak kullanilirlar. Siis kentsel ve sehirlerarasi
plantasyonlar gibi diger kullanimlar Akdeniz manzarasini sekillendirir. Bagka higbir bitkinin
ciceklenmedigi kis aylarinda polenlerini ¢ok yiiksek miktarlarda salar; polen spektrumunun
yaklasik %70'ini (Guardia ve dig., 2006) bu polenler olusturur ve polinoza neden olur (D'Amato
ve Liccardi, 1994; Papa ve dig., 2001). Avrupa'da servi polenine karsi alerji gelistigi ¢ok geg
fark edilmistir (Charpin ve dig., 2005). Ancak 1950'lerin sonunda, Giiney Fransa'da g¢alisan

Fransiz alerji uzmanlari, tozlasma mevsimi boyunca atmosfere salinan ¢ok miktarda polen



12

tanesinin neden yiiksek hassasiyet ve alerjik semptomlarla iligkili oldugunu anlamislardir

(Charpin ve dig., 1957; Charpin ve dig., 1955).

Sekil 2.6: Bir Akdeniz servisinin (Cupressus sempervirens var.
sempervirens) (a) Genel goriiniimii (Moricca ve dig., 2018); (b)
Dal ve kozalaklari (Kavgaci, 2018-Unal Akkemik tarafindan
fotograflanmistir); (c) Bitki kisimlarin1 gosteren ¢izim (Joshi,
2021), 1- Disi konili verimli dal; 2- Erkek konili verimli dal; 3-
Yaprak dizilimini gosteren dal; 4- Tohum; 5- Mikrosporofil.

Son yillarda Cupressaceae familyasi bitkileri, fiziksel bariyer veya siis motifleri olarak
kullanilmalar1 nedeniyle gii¢lii bir cografi genisleme ge¢irmektedir. Bu nedenle Cupressaceae
familyasindaki agag tiirlerinin polenleri diinyanin bir¢ok bolgesinde polen alerjisinin 6nemli bir
nedeni olmaya baslamistir. Akdeniz iilkelerinde Cupressaceae polenlerinin prevalansi pollinoz
vakalarinin %30'una kadar ulagabilmektedir (Bousquet ve dig., 1984; Panzani ve dig., 1986;
Dubus ve dig., 2000; Charpin ve dig., 2013). Cupressaceae alerjisi olan hastalar, diger
polinozlardan farkli klinik 6zellikler gosterirler: baskin semptom, bazen konjonktivit ile iliskili
rinit iken, astim insidansi diger polen alerjilerinden daha azdir; hastalar genellikle diisiik
spesifik IgE seviyelerine sahiptir ve diger polinozlardan daha hafif semptomlar gelistirirler
(Bousquet ve dig., 1993; Di Felice ve dig., 2001). Cupressus sempervirens’deki major alerjen,
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Cup a 1 ile yiiksek bir homolojiyi paylasan, saflastirilmis (Monsalve ve dig., 2003) ve
klonlanmig (EBI erisim numarast AF7257491) Cup s 1 adl1 43 kDa'lik bir proteindir (Ford ve
dig., 1991).

2.6. PEKTAT LiYAZ (PL)

Pektat liyaz alerjenleri, galakturonik asit iceren polisakkarit zincirlerini pargalayan ve
polisakkarit liyazlar olarak adlandirilan bir enzim sinfinda yer alir. Genel olarak, polisakkarit
liyazlar, alerjik pektat liyazlarin aile 1'de (PL1) kiimelendigi 23 familyaya ayrilir. PL1
enzimleri tim canli gruplarinda bulunabilir; ancak, c¢ogu liyaz mikrobiyal kokenlidir
(www.cazy.org). Daha yiiksek bitkilerde pektat liyazlar meyve olgunlasmasinda rol alirlar
(Payasi ve Sanwal, 2003). Polende doku onariminda ve polen tiipii biiyiimesinde rolleri vardir
(Wing ve dig., 1989; Taniguchi ve dig., 1995). Simdiye kadar 11 bitki tiirii ve 2 mantarin
poleninde alerjenik pektat liyaz tanimlanmis ve birgogu alerjen adlandirma veri tabaninda

(wwwe.allergen.org) listelenmistir (Tablo 1).

Tablo 2.1: Pektat liyaz enziminin bulundugu tiirler.

Ambrosia artemisiifolia (Kisa kanarya otu) Ambal 38 kDa
Artemisia vulgaris (Misk otu) Artv 6 44 kDa
Chamaecyparis obtusa (Japon servisi) Chaol 47 kDa

Cryptomeria japonica (Japon sediri) Cryjl 41-45 kDa
Cupressus arizonica (Arizona servisi) Cupal 43 kDa
Cupressus sempervirens (Servi) Cupsl 43 kDa
Helianthus annuus (Aycigegi) Hel a 6 42 kDa
Juniperus ashei (Dag sediri) Junal 43 kDa
Juniperus virginiana (Dogu kirmiz1 sedir) Junv 1 43 kDa
Prunus dulcis (Badem) Pru du 10 60 kDa

Penicillium citrinum (Mantar) Pen ¢ 32 40 kDa
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PL'ler, bitkiler ve genelde patojenik mikroorganizmalar tarafindan tiretilen pektin parcalayict
enzimlerdir. PL'ler, pektat transeliminazlar olarak da bilinen alkalin pektinazlardir. 4,5-
doymamis ¢ift bagli oligogalakturonatlar treterek [-eliminasyon yoluyla galakturonosil
kalintilart arasindaki B(1-4) baglarini rastgele ayirirlar (Marin-Rodriguez ve dig., 2003; Abbott
ve dig., 2010) (Sekil 2.7).

0 cox

Pektat 1 Doymamig pektat °
galakturonozil S

Sekil 2.7: Pektat liyazin katalizledigi reaksiyon (Solbak ve dig., 2005).

PL'ler ayrica bitki hiicre duvarini ve dokularin1 mantar hastaliklarinda meydana gelene benzer
bir sekilde yumusatabilir ve pargalayabilir (Collmer ve Keen, 1986). PL'ler igin ana substratin,
a-1,4 baglantili galakturonik asit (GalpA) birimlerinden olusan homogalakturonan (HG) oldugu
distintilmektedir (Tardy ve dig., 1997).

PL benzeri diziler ilk olarak yiiksek bitkilere ait polenlerde rapor edilmistir (Wing ve dig.,
1989). PL aktivitesi ilk olarak Erwinia carotovora ve Bacillus sp.’de bulunmustur (Starr ve
Moran, 1962). PL proteinleri o zamandan beri saflastirilmakta ve mikrobiyal organizmalarda
karakterize edilmektedir (Dubey ve dig., 2016). Bitki ekstraktlarindaki PL aktivitesinin
ol¢iilmesi zor olmustur (Besford ve Hobson, 1972). Aslinda, PL'leri kodlayan genler, ¢ok gesitli
bitki tiirlerinde bitki gelisiminin hemen hemen tiim agamalarinda ifade edilir, ancak bitki
gelisimindeki rolleri hala tam olarak anlasilamamistir. Erwinia genusundaki bakterilerin PL'leri
ile dizi benzerligine sahip iki genin, olgun domates ¢igekleri, anterler ve polenlerde de yiiksek
seviyelerde oldugu belirtilmistir. O zamandan beri, polen, anterler ve pistillerde benzer birgok
dizinin ifade edildigi gosterilmistir (Kulikauskas ve McCormick, 1997) ve bir Japon sedir polen

alerjeninin pozitif PL aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Taniguchi ve dig., 1995). Polende
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PL icin 6nerilen fonksiyonlar arasinda, polen tiipiiniin ortaya ¢ikmasini saglamak i¢in polen
hiicre duvarimin ilk gevsemesi ve polen penetrasyonunu kolaylastiracak tarzda verici doku

hiicre duvarinin biiylimesi ve pargalanmasi bulunmaktadir (Taniguchi ve dig., 1995; Wu ve

dig., 1996).

Baslica Cupressaceae alerjenleri Akdeniz servisinden (Cupressus sempervirens) Cup s 1
(Charpin ve dig., 2005), Arizona servisinden (Cupressus arizonica) Cup a 1 (Aceituno ve dig.,
2000), Japon sedirinden (Cryptomeria japonica) Cry j 1 (Sone ve dig., 1994), Dag sedirinden
(Juniperus ashei) Jun a 1 (Midoro-Horiuti ve dig., 1999), pektat liyaz protein ailesinin

iyeleridir.
2.7. REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISI

Genetigi degistirilmis organizmalar {iretmek i¢in rekombinant (r-)DNA teknolojisinin
kullanim1, 1970'lerin basinda, ayn1 Escherichia coli tiirtiniin bakterileri arasinda oncii gen
transferiyle baslamistir (Cohen, 1973). Bu basarili pilot deneylerin ardindan, 1978'de Cohen ve
arkadaslari, bir insiilin sentez genini bir E. coli plazmidine aktarmay: bagarmislar ve ilk genetigi
degistirilmis organizmayr (GDO) iiretmeyi basarmislardir (Beardmore ve Porter, 2003). Bu
plazmidi tasiyan hiicrelerde ¢ogalarak rekombinant molekiiliin birgok kopyasini yaratmigtir
(Rogers, 2018). 1982'de bu protokol, ulusal ilag diizenleyici otoritelerinden, 6zellikle ABD
Gida ve llag Idaresi'nden tam onay almis ve bdylece, kan seker seviyelerini diizenleyen ve
pankreastaki beta hiicreleri tarafindan dogal olarak yapilan bir hormon olan insan insiilininin
ekonomik olarak uygun kitlesel iiretimini miimkiin kilmistir. Bu gelisme yeterli insiilini
iretemeyen veya glukozu metabolize edemeyen tip 1 ve tip 2 diyabetli hastalara uygun bir
fiyatla ve kolayca insiiline ulasabilme kolayligi saglamistir (Johnson, 1983). Boyer ve Cohen
daha sonra rekombinant plazmidlerin iiretimi i¢in yeni yontemler gelistirmislerdir. 1976'da
Boyer, Robert A. Swanson ile birlikte Boyer ve Cohen'in rekombinant DNA teknolojisini

ticarilestiren Genentech sirketini kurmustur (Rogers, 2018).

Rekombinant DNA teknolojisi, iki farkli tiirden DNA molekiillerinin bir araya getirilmesidir.
Birlestirilerek yeniden olusturulan (rekombinant) DNA molekiili, bilim, tip, tarim ve endiistri
icin degerli olan yeni genetik kombinasyonlar tiretmek i¢in bir konak organizmaya yerlestirilir.

Genetigin odak noktasi gendir, temel genetik¢ilerinin amaci genleri izole etmek, karakterize
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etmek ve manipiile etmektir. Rekombinant DNA teknolojisi klonlama ve DNA dizilimi olmak

tizere iki farkli teknolojiye dayanir.

Klonlama, ilgili belirli bir genin veya DNA dizisinin klonunu elde etmek i¢in yapilir.
Klonlamadan sonraki adim, o klonu genis bir klon koleksiyonu (kiitiiphane) i¢inde yer alan
diger iiyeleri arasinda bulmak ve izole etmektir. Bir DNA segmenti klonlandiktan sonra

niikleotid dizisi de belirlenebilir (Griffiths, 2020).

Prosediir, bir DNA fragmaninin kii¢lik bir DNA molekiiliine (vektor) sokulmasi ve daha sonra
bu molekiiliin bakteri gibi basit bir canli hiicre icinde cogalmasina izin verilmesiyle
gerceklestirilir. En yaygin olarak kullanilan vektorler plazmidler (bakterilerde bulunan dairesel
DNA molekiilleri), viriisler ve maya hiicreleridir. Plazmidler ana hiicresel genomun bir parcasi
degildir, ancak konak¢1 hiicreye ilag¢ direnci, ¢iftlesme yetenegi ve toksin {iretimi gibi yararli
ozellikler saglayan genler tasiyabilirler. Deneysel olarak kolayca manipiile edilebilecek kadar
kiiciiktiirler ve ayrica, onlara eklenmis ekstra dizileri tasiyabilirler. Plazmid vektorlerle
rekombinant DNA molekiillerinin olusturulmasinda izlenen deneysel siire¢ Sekil 2.8’de

sematik olarak gosterilmistir.

/5 W

|ll\ ///H ) \

Kesnlmls plazmid Herhangi bir organizmaya
DNA vektor ait DNA parcasi

N
l Konak kromozomu

Rekombinant P\\‘- . (yaklasik 4600 kb)
DNA molekiilii ll‘ 'hl*

Bakteri
transformasyonu

ve plazmidi iceren
bakterinin secimi

Bakteri

Cogalma ve
hiicre bélinmesi

@% /@ A
! | /// '

F’Iazmldl taglyan Plazmidi taglyan
bakteri klonlan bakteri

Sekil 2.8: Plazmid vektorler araciligiyla bir rekombinant DNA
molekiiliiniin olusturulmasi (Rosenberg and Rosenberg,
2012).
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2.8. REKOMBINANT ALERJENLER

Rekombinant alerjenlerin tarihi, alerjen klonlama iizerine ilk yaymlarla baglamistir. Ocak
1988'de, ev tozu akar1 alerjeni Der p 1'i kodlayan cDNA dizisi Avustralya'da kesfedilmis ve ilk
tamamlanmis alerjen dizisi olarak diinya ¢apinda yayinlanmistir (Chua ve dig., 1988). Antijen
5 olarak adlandirilan ve Dol m 5 olarak gosterilen beyaz yiizlii esekarisi Dolichovespula
maculata'nin ana alerjen dizisi, Subat 1988'de New York'ta klonlanmigs ve Fang ve
meslektaglari tarafindan yaymlanmistir (Fang ve dig., 1988). Bir sonraki yi1l 1989°da ilk kez bir
bitki alerjeninin - hus agaci polen alerjeni Bet v 1'in ¢cDNA'sinin, Avusturya'da kesfi
gerceklestirilmisgtir (Breiteneder ve dig., 1989). Bu 3 alerjenin ortak noktasi, E. coli
bakterisindeki ifade edilmis olmalaridir ve ilk rekombinant alerjenler olarak kabul edilebilirler.
Biyoteknolojik iiretimi gerceklestirilen ilk mantar alerjeni Aspergillus fumigatus'tan Asp f 1
(Arruda, 1990), ilk hayvan alerjeni evcil kediden Fel d 1, (Morgenstern, 1991) ve ilk bitkisel
gida alerjeni yer fistigindan Ara h 1 (Burks, 1995)’dir. Alerjenlerin kristal haldeki ve
cozeltideki yapilar1 hakkindaki bilgilerin ¢ogu rekombinant alerjenlerden elde edilmistir
(Tscheppe ve Breiteneder, 2017). Geleneksel alerjen 6zleri, dogal alerjen kaynaklarindan
hazirlanir ve buna bagli olarak mevcut teknik araglarla istesinden gelinemeyecek kadar ¢ok
saylda dezavantaja sahiptir (Benson ve dig., 2000). Rekombinant alerjenler, dogal alerjenlerin
ozelliklerini tam olarak taklit eden molekiiller olarak iiretilebilir. Geleneksel alerji asilar1 da
alerjenlerin ve alerjenik olmayan materyallerin olduk¢a kaba karigimlarini temsil eden alerjen
ekstraktlarindan hazirlanmaktadir (Breiteneder, 1989). Tanimlanmis alerjenlerin rekombinant
formda mevcudiyeti, alerjene 6zgli immiinoterapiyi ¢esitli yonlerden etkilemistir. Rekombinant
alerjenlerin geleneksel alerjen ekstraktlarina gére avantajlar1 soyledir (Cantillo ve Puerta,
2013):

» Avantajli ozellikleri gelistirmek icin degistirilebilen tanimlanmis fizikokimyasal ve
immiinolojik 6zelliklere sahip molekiilleri temsil ederler.

* Miktarlar, kiitle birimleri bazinda kolayca kontrol edilebilir.
+ Saf molekiilleri temsil ederler.

* Asilar, hastanin hassasiyet profiline uygun hale getirilebilir.
* Asilar uluslararasi kalite standartlarina sahiptir.

* Tedaviye yonelik mekanizmalari izlenebilir ve arastirilabilir.
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400'den fazla protein veya niikleotid alerjen dizisi farkli veritabanlarinda mevcuttur. Alerjenler,
biyomedikal arastirmalarda en ¢ok ¢alisilan protein ailelerinden birini olusturur. Rekombinant
alerjenlerin alerji teshisi ve tedavisi igin yeni lriinlere dahil edilmesi kagimilmazdir (Jutel ve
dig., 2012). Rekombinant alerjen bazli asilar, yabanci veya istenmeyen bilesenler igermez.
Cogu rekombinant alerjen, bulasici materyalleri icerme riski olmadan diisiik maliyetle
Escherichia coli veya bocek hiicrelerinde biiyiik miktarlarda eksprese edilebilir (Burks ve dig.,
1999). Aliiminyum hidroksit adsorbe edilmis rekombinant alerjenlerle asilama, klinik
semptomlarda 6nemli bir iyilesmeye, alerjene 6zgii [gG1 ve IgG4 serum seviyelerinde bir artisa
ve polen mevsimi boyunca IgE tepkisinin azalmasina yol agmistir (Fang ve dig., 1988)
Rekombinant alerjenlerle immiinoterapi, gelecek yillarin inovatif yaklagimlarindan biri

olacaktir (Zhernov ve dig., 2019).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. POLEN ORNEKLERININ TOPLANMASI

Akdeniz servisi (C. Sempervirens var. Sempervirens) kurullar1 Subat-Mart 2019°da Istanbul
Universitesi, Orman Fakiiltesi, Orman Botanigi Anabilim Dalinda gérevli uzman arastiricilar
yardimiyla 1.U Orman Fakiiltesi’nin bahgesinden steril eldivenler kullanilarak kagit zarflara
toplandi. Polenlerin ayrilmasi igin kurullar 2-3 giin siireyle kurutma kagidi izerinde bekletildi
ve eleklerden gegirilerek polenlerin ayrilmasi saglandi. Polenler flakonlarda biriktirilip RNA
izolasyonu i¢in kullanilana kadar derin dondurucuda (-80°C) saklandi. Toplanan 6rnege ait

fotograf Sekil 3.1°de verildi.

Sekil 3.1: Calisma i¢in toplanmis C. sempervirens kurullar.

3.2. CALISMADA KULLANILAN ORGANIZMA VE PLAZMIiDLER

Calismada vektor olarak kullanilan plazmidin (pQE-2) ¢ogaltimi ve bol miktarda elde edilmesi
icin, recAl ve endA1 mutasyonlarina sahip E. coli DH5a 1rki kullanildi. Rekombinant protein
tiretimi i¢in ise, hiicrelerde eksprese edilen heterolog proteinlerin yikimini azaltan, ompT ve
lon proteazlarindan yoksun E. coli BL21 (DE3) irki kullanildi. Her iki ik da Istanbul
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii kiiltiir koleksiyonundan

temin edildi. Bakteri irklarina ait bilgiler Tablo 3.1’de 6zetlendi.
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Tablo 3.1: Tez ¢aligmasinda kullanilan organizmalar ve dzellikleri.

Irklar Ozellikleri
E. coli DH5a F/lendAlhsdR17(r-kmk+)supE44thi- 1recAl
gyrA(nalr)relA1A(lacZY A-arg FU169deoR[280
dLacA(LacZ)M15]
E. coli BL21 (DE3) thuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS

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

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

etiketi tasimaktadir.

PQE-2
4.8 kb

Col El

Sekil 3.2: pQE2 plazmidinin genetik haritasi.

3.3 BESIYERLERI

E. coli hiicrelerinin iiretimi ilk kez 1950'lerde Giuseppe Bertani nin bakteri lizojenisi iizerine

yaptig1 aragtirmada kullandigi Luria-Bertani sivi besiyeri (LB) ve Luria-Bertani agarli kati
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besiyeri (LBA) ile gergeklestirildi (Bertani, 1952). Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te gosterilen
bilesenler, sirayla, distile suda (dH20) ¢oziindiiriildiikten sonra 1N 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 Buharl Sterilizatdr), 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 (Sigma-Aldrich A9393) son konsantrasyonu
100 mg/L olacak sekilde eklendi.

Tablo 3.2: LB besiyeri igerigi.

icerik Miktar
Tripton (Biomatik, A8566) 29
Maya Ekstresi (“Yeast Extract”) 1g

(Becton Dickinson, 212750)

NaCl (Merck, 106404) 29

dH.O 200 mL’ye tamamlandi.

Tablo 3.3: LBA besiyeri igerigi.

Icerik Miktar
Tripton (Biomatik, A8566) 29

Maya Ekstresi (“Yeast Extract™) 1lg
(Becton Dickinson, 212750)

NaCl (Merck, 106404) 29

Agar (Becton Dickinson, 214010) 30

dH.O 200 mL’ye tamamlandi.

3.4. RNA iIZOLASYONU

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

uglart kullanildi.
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Oncelikle, C. sempervirens polenleri s1vi azot yardimiyla ve steril soguk havan kullanilarak toz
haline getirildi. Kit i¢eriginde bulunan lizis soliisyonuna (“Lysis Solution”) son konsantrasyonu
10 uL/mL olacak sekilde B-merkaptoetanol (AppliChem, A1108) eklendi. Polen &rnekleri
iizerine 100 mg 6rnek basima 1 mL olacak sekilde lizis soliisyonu eklenerek homojenizasyon
islemi gergeklestirildi. Homojenat “Filtration Column” tiipiine aktarildi ve 14000 rpm’de 2 dk
santrifiijlendi (Sigma 3-30K). Santrifiijlemenin ardindan tiipte altta kalan siviya 1 mL %70’lik
etanol eklendi ve karistm “RNA Spin Column with Collection Tube” igine alinarak 14000
rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Kolondan gegen sivi atildi ve kolon iizerine kit i¢erigindeki RNA
yikama soliisyonu I’den (“Wash Solution I”) 500 pL eklendi ve 14000 rpm’de 1 dk
santrifiijlendi. Kolondan gegen sivi atildi ve {izerine farkli bir tiipte karigtirilan 80 L DNaz I
inkiibasyon tamponu (DNase I Incubation Buffer”) ile 2 uL DNaz I karisim1 nazikge pipetaj
yapilarak eklendi ve 15 dk oda sicakliginda bekletildi. Kolon iizerine tekrar 500 uL RNA
yikama soliisyonu I eklenerek, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Sonra kolon farkli bir
toplama tiipline alindi ve tizerine 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 niikleazsiz su (“Nuclease Free Water”)
eklendi ve 1 dk oda sicakliginda bekletildi. 14000 rpm’de 1 dk santrifiijlemeden sonra filtreli
kolon atildi. Mikrotiip icindeki RNA karisimi, Nanodrop (NanoDrop™ 2000/2000¢c, Thermo
Scientific™) ile miktar1 belirlendikten ve elektroforetik analizi yapildiktan sonra kullanilincaya
kadar -80 °C’de saklandi. Total RNA’larin biitiinligiiniin kontrolii igin %1°lik agaroz jel ile
uygulanan elektroforez yontemi kullanildi (Topal-Sarikaya, 2018).

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

Ters (“reverse”) transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR), RNA molekiillerinin
ters transkriptaz ile tamamlayicti DNA (“complementary DNA”, c¢DNA) dizilerine
doniistiiriilmesi, ardindan yeni sentezlenen cDNA’nin standart PZR prosediirleri ile
cogaltilmasi islemidir (Ari, 2018). Ters transkriptaz, kalip olarak RNA’y1 kullanarak DNA
sentezini katalizleyen bir RNA-bagimli DNA polimerazdir.
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3.5.1. cDNA sentezi

Oncelikle, polen 6rneginden 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 kullamildi. PZR
cihazinda (Bio-Rad T100) gerceklestirilen cDNA sentezi igin kit i¢eriginde yer alan “RT
Random Primer”ler ve kimyasallar (Tablo 3.4) kullanild1 ve PZR kosullar1 (Tablo 3.5) uygun
sekilde ayarlandi. PZR iriinii (¢cDNA), %0.8’lik agaroz jelde, elektroforetik yontemle analiz
edildi.

Tablo 3.4: ¢cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon bilegenleri.

Bilesenler Hacim (pL)
RT* Tamponu 2
dNTP 0.8

RT Random Primerleri 2
MultiScribe™ Ters Transkriptaz 1
RNA 0.2
dH20 14

*RT: Ters (‘reverse’) transkripsiyon

Tablo 3.5: ¢cDNA sentezi i¢in PZR kosullari.

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

3.5.2. Cup s 1 Geninin PZR ile Cogaltilmasi ve Kontrolii

Total RNA’dan sentezlenen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak RT-PZR’nin ikinci asamasi
gerceklestirildi. Bunun igin ticari bir kit olan “Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Scientific, MAN0012393)” kiti kullanildi. Reaksiyon ortami ve kosullari, {iretici
firmanin 6nerdigi 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,
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geri (“reverse”, R) primer] ise Tablo 3.8’de verildi. PZR iirlinlerinin elektroforetik analizi

%0.8’lik agaroz jel kullanilarak yapildi.

Tablo 3.6: Cup s 1 geninin PZR ile ¢ogaltimi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Hacim (pL)

5x PCR Buffer 4
dNTP Mix 2
Primer F 1
Primer R 1

Pfu DNA Polymerase 0.2
cDNA 1

dH20 10.8

Tablo 3.7: Cup s 1 geninin PZR ile ¢ogaltimi i¢in reaksiyon kosullari.

Asama Sicakhk Siire Dongii say1
Baglangi¢ Denatiirasyon 98°C 30 sn 1
Denatiirasyon 98°C 10 sn
Primerlerin Baglanmasi 62°C 30sn 35
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 72°C 5dk 1

Tablo 3.8: RT-PZR’da kullanilan primerler (alt1 ¢izgili kisimlar restriksiyon enzim kesim
noktalarin1 gostermektedir).

Primerin GC Tm
Kisa oranlan  (°C) Primerin Dizisi
Gosterimi (%)
F 53 64 5 -AAAAAAGCGGCCGCAATGGATTCCCCATGC- 3

R 50 64 5'-ATCGGGATCTGCAGTTATGCTACAACTCCTGC-3'
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3.6. Cup s 1 GENININ pQE-2 PLAZMIDI iLE LIGASYONU VE REKOMBINANT
PLAZMIDIiN KONTROLU

3.6.1. Cup s 1 geninin ve pQE-2 Plazmidinin Restriksiyon Endoniikleazlari ile Kesimi

Yapilan RT-PZR sonucunda Cup s 1 geninin 5’ ve 3’ uglarinda Notl ve Pstl endoniikleaz kesim
noktalari olusturuldu. Klonlama bolgesinde Notl ve Pstl restriksiyon endoniikleazlari (RE) i¢in
kesim noktalar1 bulunduran pQE-2 plazmidinin ve amplifiye edilmis iiriiniin Notl ve Pstl
RE’leri ile 37°C’de 1 saat ¢iftli kesimi yapildi. Ciftli kesim reaksiyon bilesenleri Tablo 3.9’da

verildi.

Tablo 3.9: Notl ve Pstl restriksiyon endoniikleazlari ile
ciftli kesim reaksiyonunun bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Hacim (pL)
Anza™ 10x Buffer 2
PZR iiriinii/ pQE-2 1
Notl 1
Pstl 1
dH20 15

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

yapild.

3.6.2. Cup s 1 Geninin ve pQE-2 Plazmidinin Agaroz Jelden Geri Kazanim ve

Dizilenmesi

Ciftli kesimi yapilan Cup s 1 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 bantlari bir bistiiri yardimi ile jelden kesildi ve mikrotiiplere
aktarildi. Agirliklan belirlenen jel pargalarinin lizerine, agirliginin 3 kati olacak sekilde “Gel
Solubilization Buffer” koyuldu ve 50°C’ye ayarlanmis 1sitic1 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 {izerine 500
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uL “Wash Buffer” soliisyonu eklenerek tekrar 12000 rpm’de 1 dk santrifiijleme yapildi.
Kolonlarin altinda kalan sivilar atildi ve kolonlar 14000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek etanol
uzaklastirildi. Kolonlar yeni mikrotiiplere alind1 ve tistlerine 20 pL distile su eklendi. 1 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra 12000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Mikrotiiplerin altinda kalan
stvilardaki kesim iriinleri ligasyon iglemine kadar -20°C’de saklandi. Agaroz jelden geri
kazamlan {iriinler DNA dizileme analizleri i¢in Medsantek (istanbul, Tiirkiye) firmasina

gonderildi.

3.6.3. Cup s 1 Geninin pQE-2 Plazmidi ile Ligasyonu

Pstl ve Notl RE’leri ile ¢iftli kesim yapilarak yapiskan uglara sahip hale getirilen PZR {iriinii
ile pQE-2 plazmidinin ligasyon iglemi, 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
gergeklestirildi. Bu islemin ardindan plazmidleri ¢ogaltmak amaciyla E. coli DH5a’ya

transformasyon igslemi uygulandi.

Tablo 3.10: Ligasyon isleminde kullanilan reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

“5x Ligase Reaction Buffer” 3uL

Plazmid 30 fmol

PZR {iriinii 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 Transformasyona Yeterli Hale Getirilmesi

Yeterli (kompetent) hiicre olusturmak i¢in -80 °C’de, 1:1 (v/v) gliserol stogunda saklanan E.
coli DH5a hiicrelerinden 500 pL alinarak 5 mL LB besiyerine ekildi ve 180 rpm’de 37°C’de
bir gece boyunca iiretildi. Rekombinant proteinin iiretimi i¢in yapilan transformasyonda

kullanilacak hiicre siispansiyonunu hazirlamak icin ise E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinden
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aliarak LB besiyerine ayni sekilde ekim yapildi. Kiiltlirlerden 500 pL alinarak 50 mL’ lik LB
besiyerine ekim yapildi ve hiicreler 37°C’de 180 rpm’de ODeoo = 0.3-0.4 oluncaya kadar
iiretildi. Kiiltiirler 10 dk buzda bekletildi. Hiicreler 4°C’de 14000 rpm’de 4 dk santrifiijlendi.
Olusan pelletin {izerine soguk 10 mL 0.1 M CaCl; eklendi ve buzda 30 dk bekletildi. Ardindan
4°C’de 14000 rpm’de 4 dk santrifiijleme islemi yapildi ve pellet {izerine 2 mL 0.1 M CaCl

eklenerek siispanse edilen hiicreler transformasyon islemi i¢in hazir hale getirildi.

3.7.2. Transformasyon

Kullanilan pQE-2 plazmidi ile Cup s 1 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 6rnekleri (plazmidin 2 pL’si veya
rekombinant plazmidin tamami) eklendi. Ayrica transformasyonun kontrolii i¢in ayr1 bir tiipe
de plazmid icermeyen hiicre siispansiyonu koyuldu. Ornekler 30 dk buzda bekletildi. 90 saniye
42°C’de 1s1 soku uygulandiktan sonra 6rnekler tekrar 5 dk buz {izerine alindi. Tiiplere 700 pL
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 uL alinarak, 100 pg/mL ampisilin igeren LBA besiyerine cam baget
yardimiyla ekim yapildi ve gece boyu 37°C’lik etiivde inkiibe edildi. Ertesi giin iireme
durumlart degerlendirildi ve ampisilinli besiyerinde {ireyen kolonilerin rekombinant plazmidi

tasidig1 kabul edildi.

3.7.3. Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu igin ticari bir kit (“Plasmid Miniprep Plus Purification Kit”, GeneMark,
DP01-Plus-300) kullanildi. Oncelikle transformasyon islemi sonucunda segici besiyerinde
tireyen kolonilerden rastgele alinarak 100 pg/mL ampisilin iceren 5 mL LB besiyerine ekim
yapildi ve hiicreler calkalamali etiivde 180 rpm’de, 37°C’de gece boyu iiretildi. Ertesi giin
hiicreler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicrelerin iizerine kitte bulunan
200 puL “Solution I’ eklendi ve vorteks yapildi. Daha sonra 200 pL “Solution II” ilave edilerek
tiipler 10 kez ters diiz edildi ve 200 pL “Solution IIT” eklendi ve tiipler tekrar 10 kez ters diiz
edildikten sonra 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Tiipte olusan iist faz kit i¢erigindeki
filtreli kolonlara aktarildi ve 14000 g’de 1 dk santrifiijlendi. Alt s1v1 atildi, kolonlarin tizerine
500 uL “Endotoxin Removal Wash Solution” eklendi. Bu sekilde 2 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 14000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Ardindan kolonlara 700 uL “Wash
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Solution” eklenip, 14000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi ve bu basamak 2 tekrarli olarak
gerceklestirildi. Daha sonra 14000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek etanoliin tamamen uzaklagmasi
saglandi. Filtreli kolonlar ayr1 bir mikrotiipe alindi ve kolonlara 20 puL ‘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

PQE-2 plazmidinin ve rekombinant plazmidin kontroliinii yapmak i¢in 6nce 37°C’de 1 saat Pstl
RE ile tekli kesimi ve elektroforetik analizi gerceklestirildi. Tekli kesim bilesenleri Tablo
3.11°de verildi.

Tablo 3.11: Tekli kesim reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Hacim (pL)
Anza™ 10x Tamponu 2
pQE -2/ Rekombinant Plazmid 1
Pstl 2
dH0 15

3.7.5. Rekombinant Plazmid Iceren Transformant Hiicrelerin Koloni PZR ile

Belirlenmesi

Ampisilin igceren LBA besiyerinde lireyen kolonilerdeki plazmidlerde Cup s 1 geninin varligini
anlamak i¢in bu kolonilerden her petri igin en az 10 tanesine koloni PZR yapildi. Oncelikle,
steril kiirdan yardimiyla kolonilerden rastgele hiicre alinarak 10 pL distile su igerisinde
stispanse edildi. Bu hiicre siispansiyonlarindan 1 pL almip koloni PZR’de kalip olarak
kullanildi. Koloni PZR “Phusion High-Fidelity DNA Polymerase” (Thermo Fisher F530XL)
ile gergeklestirildi. Tablo 3.12°de verilen bilesenler 0.2 mL’lik PZR tiiplerinde karistirildi.
Reaksiyon kosullar1 Tablo 3.13te verildi.
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Tablo 3.12: Koloni PZR bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Hacim (pL)

10x PZR Tamponu 2

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

Pfu DNA Polimeraz 0.4
Kalip 1

dH20 12
TOPLAM HACIM — 20

Tablo 3.13: Koloni PZR kosullari.

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 2 dk. 1
Denatiirasyon 94 30 sn.
Baglanma 62 45 sn. 35
Uzama 72 1 dk.
Son Uzama 72 5dk. 1

3.8. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Bu tez caligmasinda RNA ve DNA orneklerinin, sirasiyla %1°lik ve %0.8’lik agaroz jelde
kontroli. yapildi. %0.8’lik agaroz jel hazirlamak igin 50x Tris-asetat EDTA
(etilendiamintetraasetik asit) tamponu (TAE), 1x olacak sekilde sulandirildi. 0.32 g agaroz
(Sigma-Aldrich, Tip 11, A9918) 40 mL 1x TAE tamponu ile karistirildi ve 2 dk mikrodalga
firinda ¢oziindiirtildii. Agaroz ¢ozeltisi oda sicakligina geldikden sonra tizerine etidyum bromiir
(EtBr, Sigma-Aldrich E1510) soliisyonundan jelde 0.5 pg/mL olacak sekilde eklendi. Bu
karisim, kuyucuk olusturmasi icin 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 cikarilarak kaset
elektroforez tankina diizgiin bir sekilde yerlestirildi. Elektroforez tanki 1x TAE tamponu ile
dolduruldu. Niikleik asit 6rneklerinden 5 pLL alinip 1 pL 6x ylikleme tamponu ile karistirilarak
jele yiiklendi. Bant boyutlarinin analizi i¢in markir olarak “100 bp” ve/veya “1 kb ladder”
(sirastyla GeneOn 304-005 ve GeneOn 305-005) (Sekil 3.3) kullanildi. Elektroforez sabit
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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.

Tampon Bilesenleri

Trizma-Baz (Sigma-Aldrich, T1503), cccoeoeeeeerneeermeeerseeeeseenns 242 g
EDTA (INVitrogen, 15576) couereenmmersmersesseessesssesesesssessssssssesssssseens 1461g
Glasiyel asetik asit (Sigma-Aldrich, 537020) ..cocereerreeneeerreeens 57.1 mL

dH20 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

Tablo 3.15: 6x Yiikleme tamponunun igerigi.

Tampon Bilesenleri

Trizma-Baz (10 MM) ..o e 6 mg
D I AN (10 1111 TS 876 mg
Bromo-fenol mavisi (%0.3 (w/v) stok, Merck 108122) ..........c.c.ccoeeeee. 600 puL
Gliserol (%60 v/v, Sigma-Aldrich G5516) .........c.ccoeveriieriniiiiesierieeneas 30 mL

dH-0 ile son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

(a) (b)
bp 10000
SO00
6000
SOO0
4000
1 500
3000
i
1000 <500
QOO %
K00 <000
TOO
SO0 1500
SO0
200 1O
300 74
200
SO0
100

Sekil 3.3: Agaroz jel elektroforezinde markir
olarak kullanilan (a) “100 bp” ve (b) “1 kb
ladder” (GeneOn 304-005; 305-005).
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3.9. PROTEIN ANALIZLERI

3.9.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu i¢in Cup s 1 genini igeren (rekombinat) ve icermeyen pQE-2 plazmidini
tasityan kolonilerden 6rnek alinarak 100 pg/mL ampisilin igeren LB besiyerine ekildi ve 180
rpm’de, 37°C’de gece boyu calkalayici etiive birakildi. Sonra bu kiiltiirlerden yeni LB
besiyerlerine aktarim yapilarak yaklasik 3 saat boyunca ODeoo=0.6-0.8 oluncaya dek yeniden
calkalamal1 etiive yerlestirildi. Son olarak iizerine son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde
IPTG (“isopropylthio-B-D-galactopyranoside”) eklenerek 220 rpm’de 37°C’da g¢alkalamali
etlive 3-4 saat boyunca birakildi. Ardindan hiicreleri ¢oktiirmek i¢in kiiltiirler 5000 rpm’de 5
dk santrifiij edildi. Coktiiriilmiis hiicrelerden protein izolasyonu i¢in dncelikle Tablo 3.16’da
gosterildigi gibi hazirlanmis tampon 1 mM PMSF (fenilmetilsulfonil fluorid) ile 1:5 (v/v)
hacminde olacak sekilde karistirildi ve bu karisimdan 600 pL alinarak pelletin {izerine eklendi.
Sonra hiicreler 6ncelikle 2 dk s1vi azotta ve hemen ardindan 3 dk 42°C’de bekletildi ve bu islem
5 kez tekrarlanarak par¢alama tamamlandi. Parg¢alanmig hiicreler 20 000 rpm’de 20 dk
santrifiijlendi. Elde edilen siipernatant yeni tiiplere aktarildi ve bir sonraki isleme kadar -
20°C’de sakland.

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

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

3.9.2. Protein Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Izole edilen proteinlerin konsantrasyonu Smith ve dig. (1985) tarafindan 6nerilen bisinkoninik
asit (BCA) yontemi ile yapildi. BCA testi iki reaksiyondan olusur: Ilk olarak, proteinlerdeki
peptit baglari, kit iceriginde bulunan bakir (II) siilfatta Cu?" iyonlarmi1 Cu*ya (sicakliga bagl
reaksiyon) indirger. Indirgenmis Cu?* miktar, ¢dzeltide mevcut olan protein miktar ile

orantihidir. Daha sonra biginkoninik asit molekiilii her Cu” iyonu ile 562 nm dalga boyunda 15181
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giiclii bir sekilde emen mor renkli bir kompleks olusturur. Bu ydntem i¢in “SMART™ BCA
Protein Assay Kit, iNtRON Biotechnology” ticari kiti kullamldi. Oncelikle kitte bulunan BSA
(“Bovine Serum Albumin”, Sigir Serum Albiimini) protein standardi distile su ile uygun
oranlarda (25, 125, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 ug/mL) seyreltildi. Protein konsantrasyonu
belirlenecek olan 6rnekler ve kor 6rnek (“blank™) 5 kat dH20 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 uL eklendi. Ornekler ve standartlar 2 tekrarli olarak degerlendirildi. Belirteg ile
orneklerin iyice karismasi i¢in mikroplaka 1 dk calkalayicida (Heidolph Unimax 1010)
birakildi. Etiivde (Thermo Scientific, Heracell™ 240) 37°C’de 30 dk bekletildi. Daha sonra
mikroplaka okuyucu (EON, BioTek Instruments Inc.) ile 562 nm dalga boyundaki absorbansi
Olctildii. BSA standartlarina ait absorbans ve konsantrasyon degerleri ile olusturulan grafik

kullanilarak protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.9.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Izole edilen ve konsantrasyonu belirlenen proteinler denatiire jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
“Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad)” elektroforez sisteminde ayristirildi. Islemden &nce
taraklar (1.0 mm), camlar (“1.0 mm spacer plates” ve “short plates”) ve contalar %70’lik etanol
ile temizlendi. Jelin hazirlanmasinda kullanilan ¢6zeltiler Tablo 3.17°de ve hazirlanan jellerin

igerigi Tablo 3.18’de verildi.
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Tablo 3.17: SDS-PAGE igin hazirlanan ¢6zeltiler.

Cozeltiler Bilesenler

Akrilamid (Sigma-Aldrich A3553) .......coceviiiiiniee e 309
o A
7630 Akrilamid Stok Bis-Akrilamid (Sigma-Aldrich M2022) ..o 08¢

Soliisyonu

1.875 M Tris-HCI
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

dH.0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Trizma-Baz (Sigma-Aldrich T1503) ......cccooeiiiiiiiinieseiee e 45.43 g
3N HCl ile pH 8.8’e ayarlandi.

dH-0 ile son hacim 200 mL’ye tamamlandi.

THZMA-BAZ ..ot e 1454 g
3N HCl ile pH 6.8’¢ ayarlandi.

dH20 ile son hacim 200 mL olacak sekilde tamamlandi.

SDS (APPIICHEM A2263) ......ocveeieeeiiieeeisiesieiie s eseeteeresesresaesresesaesas e erennes 10¢g
dH20 ile son hacim 100 mL olacak sekilde ¢6ziindiiriildii.

APS (APPIICHEM A2941).....coeiiiiiiieeere et e e 0.1lg

dH20 ile son hacim 1 mL’ye tamamlandi.

THIZMA-BAZ.....ciiiieie ettt e e 3.03¢
Glisin (APPIICHEM ALOBT7) ..c.oiveieeeiiiieieeieiirie ittt 144 g
SIS bbb 1lg
dH-0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

0.6 M Tris-HCI Tamponu (PH 6.8)......ccccoeiieneiiieneiene e 5mL
SIS ettt rarers 05¢g
Sukroz (Sigma-Aldrich S0389)........cccciiiiiireiee e 1454 g
B-Merkaptoetanol (AppliChem AL108)........cccoveireiernirneicine e 0.25 mL
Bromo-fenol mavisi (0.5 % (w/v) stock, Merck 108122)...........ccccoevenene. 5mL

dH.0 ile son hacim 50 mL’ye tamamlandi.
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Tablo 3.18: SDS-PAGE ayirma ve yiikleme jeli icerikleri (8x10 cm? boyutunda ve 1 mm kalinliginda
bir jel i¢in gerekli degerler).

Jel igerikleri Ayirma jeli Yiikleme Jeli
(10% Akrilamid) (5% Akrilamid)

Tris-HCI (1.875 M, pH:8.8) 1mL -
Tris-HCI (0.6 M, pH:6.8) = 250 pL
dH20 2.262 mL 1.875 mL
%30 Akrilamid ¢ozeltisi 1.662 mL 337.5 uL
%10 Sodium Dodesil Sulfate (SDS) 50 uL 25 uL
%10 Amonyum Persiilfat (APS) 25 uL 12.5 pL
TEMED 1.75 uL 3.5ulL

%10’luk ayirma jelinin hazirlanmasi icin uygun miktarlarda Tris-HCI (pH 8.8), distile su, SDS,
akrilamid ¢ozeltisi ve APS karistirildi, karisimdan ¢6ziinmiis oksijenin uzaklagtirilmasi icin
birka¢ dakika ultrasonik su banyosunda beklettikten sonra TEMED (Fluka 87689) eklendi ve
pipetaj yapildi. Sonrasinda karisim jel kasetinin iki cami arasina dokiildii. Ust kisminin diiz
olmasi ve oksijenin polimerizasyonu engellememesi i¢in jelin iist yiizeyi 1 mL dH2O ile
kapatildi. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra jelin iizerindeki dH20 uzaklastirildi. Uzerine
%5’lik yiikleme jeli dokiildii, tarak yerlestirildi. Ust jelin polimerizasyonu tamamlandiktan
sonra tarak ¢ikartildi ve jel kaseti 1x yliriitme tamponu ile belli ¢izgiye kadar doldurulmus
elektroforez tankina yerlestirildi. Yiiklenecek ornekler 1:1 (v:v) hacminde 2x 6rnek ylikleme
tamponu ile karistirildi ve 95°C’da 5 dk kaynatildi. Ornekler her bir kuyucukta 30 pg protein
olacak sekilde hesaplanarak jele yiiklendi. Ayrica bantlarinin molekiiler agirliklarini belirlemek
icin en az bir cebe “protein ladder” SeeBlue® Pre-stained Protein Standard (Invitrogen
LC5625) uygulandi. Elektroforez 200 V’da yaklasik 40 dk gergeklestirildi.

3.9.4. Giimiis Boyama Yontemi

Elektroferez islemi sonrasinda jeldeki proteinler giimiis boyama yontemi kullanilarak goriiniir
hale getirildi. Stok ¢dzeltilerin hacmi, 5 adet biiyiik (20 x 20 cm boyutunda ve 1.5 mm
kalinliginda) jelin boyanmasina yetecek sekilde ayarlandi. Protein 6rnekleri bulunan jel alkole
ve aside dayanikli plastik kapta 200 mL formaldehitli sabitleyici ¢ozelti iginde 20 dk
calkaliyicida birakildi. Ardindan sabitleyici dokiildii ve jeller saf su ile iki kez 10’ar dakika
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calkalandi. Sonra 200 mL 0.2 g/L sodyum tiyosulfat ¢dzeltisinde 1-2 dakika ¢alkalanma yapild1
ve bu ¢ozelti dokiilerek yeniden saf su ile iki kez 40’ar saniye yikandi. Son yikama bittikten
sonra 200 mL %0.1 giimiis nitrat ¢6zeltisinde, diisiik hizda, 20 dk ¢alkalandi. Giimiis nitrat
¢ozeltisi uzaklastirilarak jeller saf su ile yikand1 ve ardindan 3-5 dk 200 mL taze hazirlanmis
tiyosiilfath goriintii olusturma ¢ozeltisinde kahverengi bantlar olusana dek hafif galkalandi.
Bantlar goriiniir hale geldikten hemen sonra reaksiyonu durdurmak igin jelin bulundugu kaba
10 mL 2.3 M sitrik asit ¢ozeltisi eklendi (Arda ve dig., 2018). Giimiis boyama yonteminde
kullanilan ¢6zeltiler Tablo 3.19°da verildi.

Tablo 3.19: Giimiis boyama i¢in kullanilan ¢ozeltiler.

Cozeltiler Bilesenler
MeEtanol.........uiiiiiiiice s 400 mL
Formaldehitli sabitleyici %37 Formaldehit.............ccociiiiiiiciii 0.5mL
dH-0 ile son hacim 1L’ye tamamlandi.
) NS 0. .. ettt et et et e e e e e ns 0.2 g
Sodyum tiyosulfat ¢ozeltisi dH0 ile son hacim 1L’ye tamamlandi.
AGNOS. e e e 19
Giimiis nitrat ¢ozeltisi. dH,0 ile son hacim 1L’ye tamamland.
I Fo G O T 309
Tiyosiilfat goriintii olusturma Sodyu.m tiyosiilfaft Qézeztisi (0.28/L.ciieceseee e 8.77 mL
cozeltisi dH.0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.
o Sitrik asit GOZEIIST e vrrreririrerieerie e st 22.19
Sitrik asit ¢ozeltisi dH0O ile son hacim 50mL’ye tamamland:.

3.9.5. Western-Blot Analizi

Saflastirilan ve izole edilen proteinler %15 poliakrilamid igeren jelde ayristirildi (bkz. 3.9.3) ve
elektroblot yontemiyle polivinilidin difloriir (PVDF) membrana aktarildi. Elektrotransfer ve

Western blotlama yontemlerinde kullanilan tiim tamponlar ve icerikleri Tablo 3.20’de verildi.
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Tablo 3.20: Elektrotransfer ve Western blotlama yontemlerinde kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri.

Cozeltiler Bilesenler
I 74 11 N - SRS 3.03¢
1x Transfer Tamponu GHISIN <t s 1449
dH.0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.
. Siit tozu (FIuka 70166) .......c.evveerieiiriiinieiinieesiecniere e 4543 g
%>5’lik Bloklama Tamponu : ;
1x yikama tamponu ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
Trizma-Baz (20 mM, pH 7.5)....c.oiiiiiiiiiiieeeeeeee 1454 ¢
Yik Tamponu (TBST) NaCl (150 mM) (Merck 106400) .......cccceovrerirurmnieiieinieeseeinenes 8.77¢
u
tkama tamp TWWEEN-20 (%60.1) oo oo 1mL

dH0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

Elektrotransfer islemi icin yar1 kuru (“semi-dry”) transfer diizenegi (Bio-Rad, Trans-Blot® SD
Semi-Dry Transfer Cell) kullanildi. Oncesinde, PVDF membran (0.22 pm, “West-lott™ PVDF
Transfer membrane”, iNtRON Biotechnology ITM-P3032) rehidrasyon i¢in 30 saniye kadar
metanolde bekletildi ve ardindan 1x transfer tamponu ile islatildi. Transfer tamponunda
islatilmig “transfer packs” birkac kat olacak sekilde cihaza yerlestirildi ve iizerinde kabarcik
kalmamasi i¢in hafifce bastirilarak ¢ubukla lizerinden gecildi. Ardindan kuru kalmamasina
dikkat edilerek membran yerlestirildi ve membran {izerine jel koyuldu; bu sirada da higbir hava
kabarciginin olugsmamasina dikkat edildi. Daha sonra iizerine transfer tamponu ile 1slatilmig
“transfer packs” yerlestirildi ve sistemin kapagi kapatildi. 0.25 A, 18 V elektrik akimi
uygulanarak 30 dk siireyle transfer islemi gergeklestirildi.

Membran iizerinde nonspesifik baglanmalar1 en aza indirmek i¢in transfer isleminin hemen
ardindan membran %5°1lik 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. Rekombinant proteinin IgE baglama kapasitesini gostermek i¢in bloklama
tamponu iginde 1:4 (v:v) oraninda hazirlanan hasta veya kontrol (saglikli) serumu (Tas, 2018)
kullanildi. Bu birincil antikorlar ile membran +4°C’de 1 gece calkalayicida inkiibe edildi. Sonra
membran TBST tamponu ile 5’er dakika 5 kez diisiik devirde ¢alkalanarak yikandi. Hasta
serumu ile islem goren membranlar bloklama tamponu iginde 1:1000 (v:v) oraninda
hazirlanmis fare anti-insan IgE (Fc)-HRP (SouthernBiotech) ikincil antikorunda 1 saat

calkalayiciya birakildi. Sonra membran tekrar yikama soliisyonu ile ayni sekilde yikandi.
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Spesifik antijen-antikor etkilesiminin goriintiilenmesi i¢in “ECL Plus Western Blotting
Detection System (Amersham RPN2133)” goriintiileme kiti kullanildi ve firmanin 6nerilerine
gore kit icerigindeki bulunan A ve B reaktifi 1:1 (v:v) oraninda karistirilarak hazir hale getirildi.
Karanlik odada, kirmizi 151k altinda membran iizerine bu karisim eklenerek 5 dk bekletildi.
Membran, hava kabarcig1 kalmayacak sekilde iki asetat kagidi arasina konularak “ChemiDoc

MP (Bio-Rad)” cihazinda ImageLab 5.2.1 yazilimi kullanilarak gorintiilendi.

3.9.6. Rekombinant Proteinin Saflastiriimasi

Histidin etiketli rekombinant Cup s 1 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 3.21’de gosterildi.
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Tablo 3.21: Saflagtirmada kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri.

Cozeltiler Bilesenler
Soyum fosfat, monobasik (200 MM)........c.cccceeenerininne. 1.38¢
5x A Stok Soliisyonu NACT (BM).c.eoiiiiieiicciee e 14.645¢g

dH:0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Sodyum Fosfat, dibasik (200 MM)........ccccoeereririeniene. 1.42¢
5x B Stok Soliisyonu NACT (BM)...veiiiiciiiiee et s seere e 14.645 g
dH.0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Sodyum Fosfat, monobasik (250 MM).........ccccevvevrvernnne 3590
5x Saflastirma Soliisyonu NACH (2.5 M) e 14649

dH-0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

IMidazol (3 M).....cveueeiereeeir e eieseeieies s s ssesesesses s 10.3 ¢
5X A StoK SOISYONU ...c.oveeveiiiiie e 8.77 mL

3 M imidazol 5X B StoK SOMISYONU ....ovucveieivrcricreeeeiicvee e 1.23 mL
pH 6.0’a ayarlandi.

dH.0 ile son hacim 50 mL’ye tamamland:.

5x Saflastirma SOlUSYONU .....ccevviiriiiiiiiicicnecees 6 mL

Imidazol (3 M)....cuverveeirieeeiieeieisiee e 100 uL
Yikama Soliisyonu I

pH 8.0’a ayarland:.

dH.0 ile son hacim 30 mL’ye tamamlandi.

5x Saflastirma SOIISYONU ...covvveiveeriiieiieeieeiiciiiensiieens 10 mL

IMidazol (3 M)....ceoveeeeeeeeeeeeeeeeee e 335 uL
Yikama Soliisyonu Il

pH 8.0’a ayarland.

dH.0 ile son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

5x Saflastirma SOIISYONU ......ccecvvevieviiirce e 3mL

IMIdazol (3 M) e 1.25mL
Eliisyon Tamponu

pH 8.0’a ayarlandi.

dH0 ile son hacim 15 mL’ye tamamlandu.

Saflastirilmis protein 6rnegin konsantrasyonu BCA Protein Assay Kit (iINtRON Biotechnology)
ile konsantrasyonu belirlendi (bkz.3.9.2).



39

4. BULGULAR

4.1. HAZIRLANAN POLEN ORNEGI

Bu tez c¢alismasi igin, 2019 yilinda Subat-Mart aylarinda Istanbul Universitesi Orman
Fakiiltesi’nin bahgesinden Cupressus sempervirens polenleri steril eldivenlerle toplandiktan

sonra kurutularak polen eleme cihazindan geg¢irildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Cupressus sempervirens polenleri.

4.2. TOTAL RNA iZOLASYONU VE KONTROLU

Tez ¢alismasinda ilk olarak Cupressus sempervirens polenlerinden total RNA izolasyonu
yapildi ve total RNA konsantrasyonu hesaplandi. Total RNA konsantrasyonunun ortalama
131.1 ng/uL oldugu tespit edildi. Total RNA agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kalitesinin
gostergesi olan 18S rRNA ve 25S rRNA’lar goriintiilendi (Skil.4.2) ve A260/A280 degerinin
1.8-2 araliginda oldugu belirlendi.
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Sekil 4.2: Cupressus sempervirens poleninden
izole edilen total RNA’nin Kkalitesini
gOsteren agaroz jel goriintiisii.

4.3. TERS TRANSKRIPSiYON POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIiYONU

4.3.1. cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan uygun primerler kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi ve %1°lik
agaroz jel elektroforezinde analiz edildi (Sekil 4.3). Analiz sonucunda bol miktarda cDNA elde

edildigi anlagildi.

Sekil 4.3: a-b) Total RNA’lardan
sentezlenen 2 farkli cDNA.

4.3.2. Cup s 1 Geninin PZR ile Cogaltimi ve Kontrolii

Cup s 1 gen dizisini tanimlamak ve ¢ogaltmak amaciyla F ve R primerler ile ters-transkiptaz
PZR (RT-PZR) yapildi. Sonra PZR iiriinii %1°lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi ve
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analizler sonras1 Cup s 1 geninin cDNA’sinin 1027 bg oldugu belirlendi. PZR {iriiniiniin analiz

sonucu Sekil 4.4°te gosterildi.

3000 bp

1000 bp

750 bp

Sekil 4.4: PZR {irlinliniin %1°lik agaroz jeldeki
gorlintiisii. a) Markir (GeneOn 305-
005), b) Cup s 1 geninin PZR iiriind.

4.4. PZR URUNUNUN DiZi VE HOMOLOJI ANALIZ SONUCLARI

PZR iiriinii olan Cup s 1 gen (1027 bg) dizisi ticari bir firma (MedSanTek) tarafindan ¢ift yonlii
okuma ile belirlendi. Dizileme sonucu S$ekil 4.5’te verildi. Dizileme sonucuna karsilik gelen
amino asit dizisi (Sekil 4.6) belirlendi ve amino asit dizi bilgisi karsilastirilmasi (BLAST
analizi) sonuglarina gore protein veri bankasinda (Expasy) bulunan biyoinformatik veriler Sekil
4.7°de verildi. Elde edilen sonuca gore Cupressus sempervirens’in Cup s 1 proteini

Cupressaceae ailesinde amino asit dizisi bilinen tiirler ile %98-99 benzerlik gosterdi.
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ATGGAT TCCCCAT G T T AR T AT C AR T CETT T GTTCCTTIGT GCATTGTAT CTTGTTATTCTGATAR
TCCCATAGACAGCTGCTGEAGAGGAGATTCGAACTE GGnIuAAnAUAGnAI BGCTCECAGRCTGTIGCTIGIGE
AT TTGGARAGTTC A TAT G AGE AL L AR CATATTTACACCGTCACARGCGCAGRRAGATARTCCTGIGA
ATCCTARCRCCAGEARCTTTGCGCTATGOAGCARCARGRAGRLD '“EAETIIGGnIEAfTITC”CICAGnATA”GA
AR T ARG T CT I TGTAT GT TGO I Ge I CAT ARGRACTAT TGACGLCAGRAGGAGCAGATGTTCATICTIIC
GCARTGGCGETCCTIGTCTGITTATCAGGRARAGTGR GCCAIG”TAITCT“EA”G“TT"G“PTATACAEGETTGTA
AT GAGT T T T T GEeLGATCTTTIGGT ARG TGAGT CCATTGETGTGGAGCCTGTITCATGCCCAGEATGEEERACE
ECRITECT}TECGCAETFTIﬂCHhAIGCTILGHIILE:CAIhEIIuTCT:ICCG&TTGTICTGhIGGTCITATCE
ATGTTACGCTIT T T A TR TTACTATCT AR A R TCACTTCTTCARCCATCATRRAGTGATGTTETIAS
R AT AT A TR AT A TG T AT GR AL L TCTAT R AR CTCACCET AT TCARTCARTTTGGACCTRARATGCT:
GACRRCGRR TGO ARG A CERATATGGRCTIGTACAT GTIGCARACARTARTTATGATCARTGEAATATATAT:
CTATTGGT GGEAGT TCARA TC AL AT T T AL ST EAn AR TAGT TTCACTGCCCCARATGAGRATTACARGE
AGGRR TR R e TATTEEET T AL T AR C AT CA G TTET GCAR A C TG CT GERACAT CTACACEAGRAT S
UT”TTICTLLIGGL:ET_nIIT”GIrTCthGPG_r ACTGRAGAGACCRATATATACRRATAGTRAATGRAGCTT
TCRARRGTTGAG FEERATTTAGCTCCTCARTRRGCTARGAGAGET GEAGTCCTETICT

Sekil 4.5: Cupressus sempervirens poleninde bulunan Cup s 1 geninin cDNA dizisi.

1 atggattcce catgcttaat agcagtcctt gtgttocttt gtgcaattgt atcttgttat
61 tctgataatc ccatagacag ctgctggaga ggagattcga actgggatca aaacagaatq
121 aagctcgeag actgtgctgt gggatttgga agttccacta tgggagacaa aggaggagat
181 atttacaccg tcacaagcgce agaagataat cctgtgaatc ctacaccagg aactttgege

Sekil 4.6: Cupressus sempervirens poleninde bulunan Cup s 1 genine karsilik gelen amino asit dizisi.

Max Total Query E | Per |Acc

Score Score Cover value = Ident | Len
v

Description Scientific Name Accession

Cupressus sempervirens clong 16 Cup s 1 pollen allergen precursor (CUPS1) mRNA, complete cds  Cupressus sempervirens 1943 1943 98% 00 99.08% 1104 AF2574931

Cupressus sempervirens clone 15 Cup s 1 pollen allergen precursor (CUPS1) mRNA, complete cds Cupressus sempervirens 1943 1943 98% 00 99.08% 1104 AF2674921

Sekil 4.7: Cupressus sempervirens Cup s 1 proteininin amino asit dizi bilgisinin BLAST analizi
sonuglart.

4.5. Cup s 1 GENININ pQE-2 PLAZMIDINE LiGASYONU VE KOLONI PZR iLE
KONTROLU

“Boliim 3.6.1.”de anlatildig1 gibi, Notl ve Pstl restriksiyon endoniikleazlari ile PZR iiriinii ve
PQE-2 plazmidi kesime ugratilarak yapiskan uclar olusturuldu ve jelden geri kazanim yapildi.
PZR iiriiniiniin pQE-2 plazmidine ligasyonu ger¢eklestirildikten (Sekil 4.8) sonra E. coli DH5a«
irkina transformasyon islemi yapildi. Ardindan LBA+Amp besiyerinde kolonilerin olugmasi
ampisilin direng geni igermeyen E. coli DH5a hiicrelerinin plazmidi aldigimi ve

transformasyonun gergeklestigini gosterdi.
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Sekil 4.8: PZR iiriiniiniin pQE-2 plazmidine ligasyonunu
gosteren koloniler(1-3).

Transformasyon verimliliginin belirlenmesi i¢in, toplamda 10 farkli petriden rekombinant
plazmid iceren E. coli DH5a kolonilerinden rastgele segilip koloni PZR yapildi. Alinan 8/10

pozitif sonuca gore transformasyon verimliligi ortalama %80 olarak belirlendi.

Rastgele segilen transformant kolonilerden negatif ve pozitif kontrolle beraber “Boliim
3.7.5.°de anlatildig1 gibi koloni PZR yapildi ve sonuglart Sekil 4.9°da gosterildi. Olusan bandin
Cup s 1 geninin boyutuna (1027 b¢) denk geldigi goriildii.
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a b c d e f g

1500 bp
1000 bp

500 bp

Sekil 4.9: Koloni PZR friinlerinin %]1’lik agaroz
jeldeki goriintiisii. a) Markir (GeneOn 304-
005), b-g), Rastgele segilen kolonilerin PZR
sonuglari.

4.6. REKOMBINANT PLAZMIDIN RESTRIKSIYON ENZIMLERI ILE KESIM
SONUCLARI

Agaroz jelde istenen bant goriintiisiinii olusturan, dolayisiyla transformasyonun gergeklestigi
bu koloniler se¢ilerek, Amp iceren LB segici besiyerine ekilerek gece boyu 37°C’de 180 rpm’de
iiretildi ve bu hiicrelerden plazmid izolasyonu yapildi. Ligasyon iiriinlerinin boyutlarini kontrol
etmek icin Pstl ve Notl restriksiyon enzimleri ile tekli ve ¢iftli kesimleri gergeklestirildi ve
agaroz jelde analizi yapildi. Tekli kesim sonucunda, rekombinant plazmid boyutunun 5785 bg,
rekombinant plazmidin ¢iftli kesiminde ise 4758 b¢’lik pQE-2 plazmidi ve 1027 bg¢’lik Cup s 1
geni olmak iizere 2 bant goriildii (Sekil 4.10).
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6000 bp

3000 bp

1000 bp

1027 bp 1027 bp

Sekil 4.10: Rekombinant plazmidin tekli ve ¢iftli
restriksiyon enzimi kesim sonuglari. a)
Markir (1kb, Gene-On 305-005), b) PZR
iriini, c¢) Ligasyon iiriiniiniin  Pstl
restriksiyon endoniikleazi ile tekli kesimi, d)
Rekombinant plazmidin Pstl ve Notl
restriksiyon endoniikleazlan ile ¢iftli kesimi
sonucunda olusan bantlar.

4.7. REKOMBINANT PLAZMIDIN E. coli BL21 (DE3) IRKINA
TRANSFORMASYONUN KOLONI PZR iLE KONTROLU

Rekombinant plazmidin (pQE-2+Cup s 1) transformasyonu “Boliim 3.7.2°de” anlatildigi gibi
gerceklestirildi ve transformant hiicreler LBA+Amp besiyerine ekildi. Olusan kolonilerden
rastgele se¢im yapildi ve bu kolonilerden “Boliim 3.7.5°te” anlatildig: gibi F1 ve R1 primerleri
ile koloni PZR yapildi. Agaroz jele yiiklenen PZR iiriiniiniin Cup s 1 geninin boyutu olan 1027
be’ye denk geldigi goriildii (Sekil 4.11).
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10000bp

3000bp

1500bp

1000bp 1027bp

Sekil 4.11: E.coli transformantlarindan yapilan koloni
PZR sonucunda elde edilen DNA’nin %1’lik
agaroz jeldeki goriintiisii. a) Markir (1kb, Gene-
On 305-005), b-e) rastgele segilen kolonilerin
koloni PZR sonuglart.

4.8. PROTEIN ANALIZ SONUCLARI

4.8.1. Protein Konsantrasyonlari

pQE-2+Cup s 1 aktarilmis E.coli BL21 kolonilerinden protein izolasyonu sonucu elde edilen
protein 6rneklerinin konsantrasyon tayini igin ticari bir kit (SMARTTM BCA Protein Assay
Kit, iNtRON Biotechnology) kullanilarak BCA yontemi uygulandi. Kitte bulunan BSA
stogundan 25, 125, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL konsantrasyonlarinda standartlar
hazirlanarak BCA analizi icin standart bir grafik elde edildi. Orneklerin protein
konsantrasyonlari elde edilen lineer grafik ve dogru denkleminden (Sekil 4.12) yararlanarak
belirlendi. Calisma boyu elde edilen protein Orneklerinin konsantrasyonlarinin 700-1500

ng/mL araliginda oldugu tespit edildi.



47

2.5
—_ ®
E 2.0
=
<
wi 1.5
E
= 1.0 y = 0.001x + 0.0609
S R? = 0.9963
]
Z 05
1 —
0 500 1000 1500 2000

Konsantrasyon (ng/mlL)

Sekil 4.12: Protein standart grafigi. Sigir serum albumin
(‘‘bovine  serum albumin’’, BSA) kullanilarak
olusturuldu (R2=0.996).

4.8.2. Elektroforetik Analiz Sonuclar:

Protein analizi i¢in 6rnekler 6rnek yiikleme tamponu ile 1:1 (v:v) oraninda karistirilarak her bir
kuyucukta 30 ug protein olacak sekilde jele yiiklendi ve 200 V sabit voltajda ayristirildi. Jel
iizerindeki proteinler Giimiis boyama yontemi ile goriiniir hale getirildi. Boyama sonucunda
olusan bantlar ChemiDoc MP (Bio-Rad) sistemiyle goriintiilendi. Hem bakteriden izole edilen
total proteinde, hem de saflastirilmis 2 farkli 6rnekte Cup s 1’e karsilik gelen ~43 kDa’luk tek
bant gézlendi (Sekil 4.13). Saflastirma isleminin optimizasyonu sirasinda elde edilen iki kolon
ciktisindan (d ve e) birinin (d) kismen saf oldugu, digerinin (e) ise yliksek saflikta oldugu
anlasildi.
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43 kDa

Sekil 4.13: Gilimiis boyama yontemi ile boyanmis
ornek jel goriintiisii. a) Markir (SeeBlue®
Pre stained Protein Standard, Invitrogen
LC5625), b) Negatif kontrol, c) Izole
edilen total protein c)-d) Saflastirma
optimizasyonu sirasinda elde edilmis iki
ornek.

4.8.3. Western-Blot Analiz Sonuclari

SDS-PAGE’de ayristirilan saf rekombinant Cup s 1 PVDF membrana aktarildiktan sonra hasta
ve kontrol (Cupressus sempervirens alerjisi olmadigi bilinen saglikli bireylerin) serumlari (Tas,
2019) ile isleme sokuldu. Western-Blot analizi sonucu olarak kemiliiminesans goriintiiler Sekil
4.14’de verildi. Rekombinant iiriiniin test edilen hastaya ait serum ornekleri ile reaksiyona

girdigi gozlenirken negatif kontrolde ise herhangi bir bant gozlenmedi.
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Sekil 4.14: Western-blot analizi. a)
Markir (SeeBlue® Pre-
stained Protein Standard,
Invitrogen LC5625), b)
Kontrol serum Ornegi, c)
Hasta serum Ornegi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Alerjik reaksiyonlar en yaygin immiinolojik hastaliklardir ve gelismis tilkelerde 15 yas istii
insanlar arasinda en yaygin ve hizli biiyliyen kronik saglik sorunlarindan birini temsil
etmektedir. Alerjik hastaliklar ve astim, Avrupa niifusunun %25'inden fazlasini etkilemekte ve
cok yiiksek sosyo-ekonomik yiike neden olmaktadir (Bousquet ve dig., 2018). Egzama, saman
nezlesi, astim ve belirli gidalara, ilaglara veya diger maddelere kars1 gelisen ve potansiyel olarak
yasami tehdit eden alerjiler, son 10 yildir endise verici bir sekilde yayginlasmaktadir. Diinya Alerji
Orgiitii'niin 2011-2012 tarihli alerji hakkindaki Beyaz Kitabi, diinya niifusunun yaklasik %30-
40'min bir veya daha fazla alerjik durumdan etkilendigini belirtmektedir (East, 2011). Daha sicak
bir iklim, daha uzun bir polen mevsimi anlamima gelmektedir. Boylece sadece 15 yilda, Kuzey
Amerika'nin baz1 bolgelerinde yaygin bir alerjenin polen mevsimi 27 giine kadar uzamaktadir
(Ziska ve dig., 2011). Giiniimiizde iklim degisikliginin de alerjide énemli bir rol oynadigi ve
alerjisi olan kisileri olumsuz etkiledigi anlagilmistir (D’ Amato ve dig., 2020).

Alerjik rinit, diinya ¢apinda 400 milyondan fazla insani etkileyen kiiresel bir saglik sorunudur
(Bousquet ve dig., 2018). Cesitli bitkilerden elde edilen polenler, mevsimsel alerjik rinit ve
konjonktivitin baslica nedenleridir ve astima katkida bulunabilir. Semptomatik tedavideki
gelismelere ragmen, birgok hasta polinozu yasamaya devam etmektedir. (Ramirez ve dig.,
1984; Panzani ve dig., 1986; Midoro-Horiuti ve dig., 1992). 2018'de AB’de yetiskinlerin
%7,7'sine ve ¢ocuklarin ise %7,2'sine saman nezlesi teshisi koyulmustur (Summary Health

Statistics: National Health Interview Survey, 2018).

Polen tanelerinin dayanikli yapisi nedeniyle polen proteinlerinin neden oldugu alerjeniteyi 6nlemek
zordur. Alerjene 6zgii immiinoterapi (AIT), 100 y1l1 agkin bir siiredir polen alerjilerini hafifletmek
icin klinik olarak kullanilmaktadir, ancak etkinligi, verimliligi, giivenligi ve Ozgilliigiini
iyilestirmeye yonelik arastirmalar aktif bir aragtirma alan1 olmaya devam etmektedir. Tip | alerjinin
semptomlar1 farmakolojik tedavi ile kontrol edilebilirken, AIT, tek nedensel terapotik yaklasimi
temsil eder (Durham ve Till, 1998). Immiinoterapi, alerjene 6zgii yanitsizlik durumunu indiiklemek
icin artan alerjen dozlarinin uygulanmasina dayanir. Tanisal ve terapotik uygulamalar i¢in birgok
tanimlanmis rekombinant alerjen tiretilmis olmasina ragmen (Valenta ve Kraft, 1995), mevcut alerji
tan1 ve immiinoterapisi hala dogal alerjen ekstreleriyle yapilmaktadir. Bu ekstreler alerjen

kaynaklarindan (6rnegin bitki poleni, akarlar, kiifler) hazirlanir ve bu nedenle alerjenik ve alerjenik
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olmayan bilesenlerin karisimindan olusur. Bu nedenle bu tiir ekstrelerin alerjen icerikleri, alerjene
ozel antikor problari ile standardize degildir (VanRee, 1994). Onceleri, alerjen ekstrelerinin
standardizasyonu igin alerjik hastalardan serum IgE veya alerjene 0zgii poliklonal tavsan
antiserumlar1 kullamlirken, daha sonralari bu amag i¢in tanimlanmus, epitop spesifisitesine sahip
monoklonal antikorlar kullanilmaya baglanmistir. Alerjene 06zgii monoklonal antikorlar,
ekstrelerdeki veya ortamdaki bireysel alerjenlerin saptanmasi i¢in degerli araglar temsil eder
(Chapman, 1990).

AlT'nin baslica avantajlari, tedavinin nispeten ucuz olmasi, yliksek kaliteli alerjenlerle
yapildiginda oldukga etkili olmasi, tedavi 2 yi1ldan uzun siiredir uygulanmissa tedavi etkilerinin
kesildikten sonra uzun siirmesi ve AlT'nin progresyonu onleyen hastalik modifiye edici

etkilerinin olmasidir (Incorvaia ve dig., 2018; Briiggenjiirgen ve Reinhold, 2018).

30 yildan fazla bir siire 6nce, alerjenlerin ilk molekiiler yapilar1 aydinlatilmis ve tanimlanmis

rekombinant alerjenler kullanima sunulmustur (Zhernov ve dig., 2019).

Cupressaceae familyasinda alerjik hastaliklara yol acan en onemli cinsler Cupressus ve
Thuja'dir. Cupressaceae familyasindaki tiirlerde polen proteinlerinin ¢ogunun PL protein
ailesinde yer aldig1 bilinmektedir ve 2004 yilina kadar varsayilan tek alerjen Cup s 1 olarak
tanimlanmistir  (European Congress Allergology, Paris, Fransa, 7-11 Haziran 2003).
Saflastirilmis Cup s 1, 750 U/mg protein spesifik aktiviteye sahip fonksiyonel bir pektat liyaz
enzimidir (Arilla ve dig., 2004). Togawa ve arkadaslar1 2006’da yaptiklar1 bir ¢alismada diisiik
bir protein ekspresyonu seviyesine ragmen, PR 5 proteinleri ile ¢apraz reaktivite ve homolojiye
sahip Italyan Servi poleni alerjeni Cup s 3’ii tanimlamislardir (Togawa ve dig., 2006). Cup s 1
(bir pektat liyaz) ve Cup s 3 (patogenez ile ilgili bir grup 5 proteini), resmi olarak IUIS'deki

siiflandirmada yer almaktadir (www.allergen.org).

2018°de Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada kismi saflastirma sonuglari tiim polen tiirlerinde
major alerjen protein bandi 43 kDa olarak tanimlanmis ve enzimatik aktivitelerini 6lgiilerek en
yiiksek PL aktivitesinin J. oxycedrus'ta bulundugunu gosterilmistir. Buna karsilik, en diisiik PL
aktivitesi C. arizonica poleninde belirlenmistir (Sahin ve dig., 2018). Bu tez g¢alismasi, C.
sempervirens polenindeki alerjenleri tespit etmek i¢in daha dnce yiiriitiilen bir ¢aligmanin (Tas,
2018) devamu niteligindedir. C. sempervirens poleninde bulunan proteinlerden 40-45 kDa

(muhtemelen 43 kDa) olan bazi proteinlerin alerjen olabilecegi rapor edilmistir (Tas, 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhernov%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31082821
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Mevcut literatiir goz 6niinde bulundurularak, bu tez ¢calismasinda C. sempervirens polenindeki
alerjenik bir protein oldugu bilinen Cup s 1’in E.coli’de klonlanmas1 ve rekombinant tiretimi
gerceklestirilmistir. Klonlama rekombinant proteinlerin tiretimi, biiyiime hizi, uygun maliyeti,
rekombinant proteinlerin yiiksek verimi nedeniyle (Al-Hejin ve dig., 2019) E. coli’de
gerceklestirilmistir.

Tas (2018) bu ¢alismada Akdeniz servisi ekstresi uygulanmis 5 hasta serumunun spesifik IgE
antikorlarinin ~20-68 kDa arasinda molekiil agirligina sahip toplam 8 polen proteinine
baglandigin1 gostermistir. Aym1 serum Ornekleri kullanilarak yapilan immiinoblotlama
deneyleri, saflastirilmis rekombinant Cup s 1’in IgE baglama kapasitesini ortaya koymustur.

Bu sonug Cup s 1’in C. sempervirens polenindeki alerjenlerden biri oldugunun kanitidir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile Akdeniz servisi polenlerinde bulunan Cup s 1 Tiirkiye’de ilk kez
rekombinant olarak {iretilmistir. Tan1 ya da tedavide kullanilma potansiyeline sahip olan alerjik
C. sempervirens’in Cup s 1 proteini saf sekilde elde edilmistir. Rekombinant DNA teknolojisi
sayesinde elde edilen sabit ve yiiksek protein miktar1 Cup s 1°¢ karsi alerjisi olan hasta
gruplarinin tani ve tedavisinde yeni ¢oziimler sunabilir. Bunun yan sira bu tez ¢alismasinda
elde edilen bilgiler, diger alerji calismalarinda ve epitop haritalandirilmasinda kullanilabilecek

bir kaynak potansiyelindedir.
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