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OZET

Son yillarda bitkiler, artan oranda rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in alternatif
konakgilar olarak kullanilmaktadirlar. Tiitiin yabanci proteinlerin ekspresyonu igin
onemli konakg¢ilardan biridir. Bununla birlikte, liretimde karsilasilan ana sorunlardan
biri, triin ekstraksiyonu ve saflastirilmasindan Once hasat edilen biyokiitlenin
depolanmas1 sirasinda yabanci proteinin stabilitesidir. Aspartik ve sistein (papain
benzeri sistein) proteazlar1 gibi endojen proteazlar, genellikle depolama sirasinda
protein kaybindan sorumlu olarak kabul edilir. Proteaz aktivitesinin, rekombinant
protein iiretimini iyilestirmek ve ekonomik olarak iiretilmesine izin vermek icin
susturulabilecegi diisiiniilmektedir. Boylece bu calismada, yabanci protein birikimini
engelledigi diisiiniilen NTCP6 geninin (GenelD: 107781604) CRISPR / Cas9 sistemi
kullanilarak transgenik tiitiinde bakteriyel nitrorediiktaz geni olan Ssap-NtrB'nin
susturulmasin1 amacladik. Tiitlin bitkisinde NtCP6 geninin ilk ekzonunda iki bolgeyi
hedef alan sgRNA kasetleri olusturulmusur. Olusturulan bu kasetlerle enzim
kesim/ligasyon reaksiyonu ile tam bir ekspresyon kaseti elde edilmis ve Golden gate
klonlama ile pYLCRISPR/Cas9 plazmitine aktarilmistir. pYLCRISPR/Cas9 plazmiti
aktarilan Agrobacterium transgenik tiitiin bitkilerine infiltrasyon yontemiyle
transforme edilmistir. G6zlenen morfolojik farkliliklar, siirgiin uzamasinin 7 kat
azaldigin1 ve kok olusumunun, kontrole kiyasla rejenere mutant tiitiin bitkilerinde
geciktigini gdsterdi. Bu sonuglara gore; bitki papain benzeri sistein proteazlarinin
bitkilerde yabanci protein stabilitesinde 6nemli bir rol oynamasimin yanisira bitki

biliylime ve gelisiminde de etkili oldugu goézlenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Crnispr/Cas9, Sistein Proteaz, Rekombinant Protein,

Transgenik Tiitiin.



SUMMARY

In recent years, plants have been used as alternative hosts for the
production of increasingly recombinant proteins. Tobacco is one of the attractive host
system for expression of the foreign proteins. However, one of the main problems
faced in production is the stability of the foreign protein during storage of the harvested
biomass prior to the product extraction and purification is the main problem.
Endogenous proteases such as aspartic and cysteine (papain-like cysteine) proteases
are generally considered as responsible for protein loss during storage. It is
contemplated that protease activity may be silenced to improve recombinant protein
production and allow it to be produced economically. Thus, in this study, we aimed to
silence the NTCP6 gene (GenelD: 107781604) which is thought to inhibit the
accumulation of foreign protein, in this case bacterial nitroreductase gene, Ssap-NtrB,
in transgenic tobacco by using CRISPR/Cas9 system. In the tobacco plant, sgRNA
cassettes are created that target two regions in the first exon of the NtCP6 gene. With
these cassettes, a complete expression cassette was obtained by enzyme cut / ligation
reaction and transferred to pYLCRISPR / Cas9 plasmid by Golden gate cloning. The
PYLCRISPR / Cas9 plasmid transferred to Agrobacterium were transferred to
transgenic tobacco plant by infiltration method. The observed morphological
differences showed that shoot elongation was reduced 7 fold and root formation was
delayed in regenerated mutant tobacco plants in comparison to controls. Based on the
these results, although plant papain-like cysteine proteases seems to play an important
role in foreign protein stability in plants, it also effects the plant growth and

development.

Key Words: Crispr/Cas9, Cysteine Protease, Recombinant Protein, Transgenic
Tobacco.
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1. GIRIS

Son yillarda bitkiler, artan oranda rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in alternatif
konakgilar olarak kullanilmaktadirlar. Bitkilerin post-translasyonel modifikasyonlar1
gerceklestirme kabiliyetlerine sahip olmalar1 6zellikle dkaryotik proteinlerin aktif
olarak tiretiminde bitkilere bircok avantaj saglamaktadir. Translasyon sonrasi bu
modifikasyonlar kompleks proteinlerin dogru sekilde katlanmasi, multimerik
proteinlerin olusumu ve bazi proteinlerin aktivitelerinde ve kararliliginda rol oynayan
glikosilasyonlu kompleks glikoproteinlerin {iretilmesine olanak saglamaktadir.
Bununla birlikte bitki sistemleri hayvan kaynakli patojenler tarafindan kontaminasyon
riskini diisiirmekte ve fermentor temelli sistemler tarafindan iiretilemeyen degerli
farmosotik proteinlerin iiretimi i¢in platform saglamaktadir. Diger bir avantaji ise
mikrobiyal ve memeli hiicre kiiltiirii sistemleri ile karsilastirildiginda; daha diisiik
sermaye yatirimi ve iglem maliyeti gerektirdiginden, bitkiler tarafindan biiyiik dlgekli
protein iiretiminin tasarruflu olmasini saglamasidir.

Yasayan organizmalar i¢in birgok nitroaromatik bilesigin toksik ve mutajenik
olmasindan dolay1 nitroaromatik bilesikler canlilar i¢in oldukga tehlike arz etmektedir.
Nitrorediiktazlar, oksidorediiktaz sinifi enzimler olup prostetik grup olan flavin
mononiikleotid (FMN) veya flavin adenin diniikleotid (FAD), indirgeyici gii¢ olarak
nikotinamid adenin dintikleotid (NAD(P)H) kullanarak nitro gruplu bilesiklerin
indirgenme reaksiyonunu katalizleyen enzimlerdir [Bryant et al., 1981; Kobori et al.,
2001]. Nitrorediiktazlarm en 6nemli kullanim alanlarindan biri de kirlilige neden olan
nitroaromatik Dbilesiklerin biyodegredasyon ve dolayisiyla toprak kirliliklerinin
biyolojik olarak  giderilmesinde kullanilmasidir.  Nitroaromatik  bilesenler
farmasotikler, pestisitler ve patlayicilar olarak yaygin sekilde kullanilmakta ve ¢evre
kirleticilerinin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir [Nivinskas et al., 2000]. Bunlar
arasinda patlayicilar, ozellikle askeri atig alanlarinda, eski savas alanlarinda,
endiistriyel amagli kullanildiklar1 yerlerde bulunarak, ¢evreyi kirletmektedirler [Rylott
and Bruce, 2008]. Kirletici nitroaromatiklerin biyoremediasyonunda potansiyel
coziimlerden biri, belli bilesenleri 6zgilin olarak degrade etmek iizere tasarlanmis
transgenik bitkilerin uygulanmasidir. Bakteriyel genleri eksprese eden bitkilerin
fitoremediasyon kapasitesi, yaban tipi bitkilerden daha yiiksektir. Ciinkii transgenik
hatlar, nitroaromatiklerin toksik etkilerine karsi daha direnglidirler, daha yiiksek

miktarda patlayiciy1 biinyelerine alabilir ve daha etkin sekilde degrade edebilirler



[Panz and Miksch, 2012]. Rekombinant proteinlerin bitkiler dahil tiim heterolog
sistemlerde ekonomik olarak iiretilmesinde proteaz aktivitesi onemli bir engel
olusturmaktadir. Rekombinant protein {iretiminin iyilestirilmesi ve ekonomik olarak
iretilmesine olanak saglayabilmek adina proteaz aktivitesinin susturulabilecegi

distiiniilmektedir.

1.1. Tezin Amaci, Literatiire Katkisi ve Icerigi

Biyodegredasyon ozelligini tagiyan transgenik bitkilerin gelistirilmesi ¢evre
temizligi acgisindan sosyoekonomik bir 6nem tasimaktadir. Bunun yanisira biiyiik
Olgekli protein tiretiminde transgenik bitkilerin kullanilmasi diisiik sermaye yatirimi
ve 1§ maliyetine sahip olmasi nedeniyle ¢alisma ekonomik olarak 6nem tasimaktadir.

Boliimiimiiz dgretim {iyesi Prof. Dr. Yelda Ozden Cift¢i ve grubunun yiiriittiigii
TUBITAK tarafindan desteklenmis 2147157 No’lu ‘Kirletici nitroaromatiklerin
diistik sicakliklarda in vitro fitoremediasyonu: Bakteriyal nitrorediiktazin (Ssap-
NtrB) tiitlinde heterelog ekspresyonu ve biyobozunum uygulamalarmin
arastirilmasi’ baslikli proje 2016 yilinda tamamlanmistir. Proje kapsaminda,
Stapyhlococcus saprophyticus bakterisinden izole edilmis olan nitrorediiktaz geni
(Ssap-NtrB) tiitiin bitkisine Agrobacterium aracilig ile basarili bir sekilde aktarilmis
ve genin transkripsiyonel seviyede eksprese oldugu gosterilmistir. S6z konusu
projede T2-TR3-4 tiitiin bitkisinden izole edilen total protein ile gergeklestirilen
nitrorediiktaz aktivitesi deneyinde, DNT substratinda azalma tespit edilmemistir.
Ayrica, gergeklestirilen SDS-PAGE analizinde, T2-TR3-4 bitkisine ait total
proteinde olas1 Ssap-NtrB enzimi gézlemlenememistir. Normal (22°C) ve diisiik
(15°C) sicaklikta DNT uygulamasindan sonra yapilan HPLC analizlerinde, substrat
miktarmin azalmasi agisindan, TR3-4 ve yaban tipi bitkileri arasinda anlamli fark
goriilmemistir. Ancak normal (22°C) ve diisiik (4, 15°C) sicakliklarda toksik
seviyede DNT uygulamasini takiben yapilan yas agirlik analizlerinde, TR3-4
bitkisinin DNT etKkisi altinda yas agirlik yiizde artigin sicaklik diistiik¢e yaban tipine
gore daha fazla oldugu goriilmiistiir ve bunun 4°C uygulamasinda 2 kattan fazla
oldugu belirlenmistir. Bu durum, aktarilan nitrorediiktazin sogukta aktif oldugu

diistiniildiigiinde, enzimin ¢ok diisiik miktarda da olsa {tiretildigini gostermistir.



Diislik tiretimin sebeplerinin en basinda proteazlar tarafindan yabanci olarak
algilanan rekombinant proteinlerin yikimi gelmektedir.

Tez kapsaminda rekombinant protein iiretiminin iyilestirilmesi ve ekonomik
olarak tretilmesine olanak saglayabilmek adina Oncelikle proteaz aktivitesinin
susturulmasi amaglanmistir. Bu baglamda transgenik tiitlinde nitrorediiktaz
proteinin birikimine engel oldugu diisiiniilen NtCP6 geni (GenelD:107781604)
giincel gen diizeltme tekniklerinden CRISPR/Cas9 yontemi kullanilarak

susturulmasi amaglanmustir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/107781604

2. GENEL BILGILER

2.1. Bitkilerde Rekombinant Protein Uretimi

Son yillarda klinik olarak faydali rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in, memeli
proteinlerine 6zgli karmasik posttranslasyonel modifikasyonlar yapmada yetkin
okaryotik konakgilari igeren bir dizi heterolog ekspresyon sistemi tasarlanmistir [Dyck
et al., 2003; Ma et al., 2003; Gerngross, 2004; Wurm, 2004]. Translasyon sonrasi bu
modifikasyonlar kompleks proteinlerin dogru sekilde katlanmasi, multimerik
proteinlerin olusumu ve bazi proteinlerin aktivitelerinde ve kararliliginda rol oynayan
glikosilasyonlu kompleks glikoproteinlerin iiretilmesine olanak saglamaktadir.
Ozellikle bitki bazli ekspresyon sistemleri geleneksel ifade sunucularma gore maliyet
verimliligi, lirlin glivenligi, kiiltiir ve depolama olanaklari, tiretim ihtiyaglarina kolayca
uyarlanabilirlik ve 6lgeklenebilirlik agisindan benzersiz avantajlar sunmaktadir. Bu
nedenle bitkiler, farmasotik agidan onemli ve ticari olarak degerli proteinlerin ve
endiistriyel proteinlerin {iretimi i¢in fotosentetik fabrikalar olarak biiyiik bir
potansiyele sahiptir [Malabadi et al., 2016]. Bugiine kadar, ¢esitli antikorlar, asi
antijenleri, protein alerjenleri, enzimler ve enzim inhibitorleri, pihtilagsma faktorleri,
sitokinler ve hormonlar dahil olmak {izere cesitli proteinler bitkilerde basariyla ifade
edilmistir [Ma et al., 1995, 2003, 2005a; Ruggiero et al., 2000; Kirk and Webb, 2005;
Twyman et al., 2005; Lienard et al., 2007].

Simdiye kadar yonca, misir gevrekleri (piring ve musir), baklagiller (soya
fasulyesi) , meyve ve sebzeler (havug, domates, patates) gibi ¢ok ¢esitli bitki tiirleri
rekombinant protein iiretimi i¢in kullanilmistir [Ma et al., 2003]. Ancak bu bitkilerin
temel gida maddesi olarak kullanilmasi rekombinant iiretimi i¢in dezavantaj
saglamaktadir. Gida olarak kullanilmayan tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisi
rekombinant protein iiretiminde kullanilan aday bitkilerden biridir. Tiitiin, yilda 3-4
kez toplanabilmesi ve iiretken tohum olusturma kabiliyetine sahip olmasiyla her bir
yapragi yiiksek protein verimi saglamaktadir [Conley et al., 2011]. Ayrica, yabanci
genin transferi ve ifadesi i¢in tiitiiniin molekiiler ve genetik yapisi iyi bilinmektedir.
Rekombinant olarak iiretilen ilk farmasotik protein olan insan biiyiime hormonu
(hGH) tiitin yapraklarinda ifade edilmistir [Barta et al., 1986]. O zamandan beri,

monoklonal antikorlar, rekombinant alt birim asilar ve sitokinler gibi bir¢ok



rekombinant protein de tiitiin bitkisinde basariyla iiretilmistir [Stoger et al., 2014;
Kolotilin et al., 2014; Fischer et al., 2012].

2.1.2. Nicotiana Tabacum

Solanaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitki olan tiitin (N. tabacum) ,
Giliney Amerika kokenli olup 1-2 metre yiikseklige kadar biiyiiyebilen, diinya ¢apinda
yaygin olarak yetistirilen gida dis1 tirtinlerden biridir [Moon et al., 2009]. Amerika’dan
Avrupa’ya bu bitki tiirlerini ithal eden ilk kisi olan Jean Nicot de Villemain’in adin1
alan Nicotiana cinsine aittir. Yaklasik 200.000 yil 6nce Nicotiana sylvestris ve
Nicotiana tomentosiformis atalarinin spesifik hibridizasyonu yoluyla gelismistir.

Tiitiin en kapsamli ¢aligilan ¢igekli bitki tiirlerinden biridir [Sierro et al., 2014].

2.2. Kirletici Nitroaromatikler

Nitroaromatik bilesikler endiistriyel kimyasallar icerisinde yer alan en 6nemli
gruplardan biridir. Aromatik bilesikler ¢oklu nitro grubu igermekte ve elektrofiller ile
reaksiyona girdiginde kararli Meisenheimer komplekslerini olusturabilmektedir. Bu
nedenle  bahsi gegen kimyasallarin degredasyonu zorlagsmaktadir. Geg¢misten
glinimiize kadar gecen siire zarfinca nitroaromatik bilesiklerin biyodegredasyonu
[Nishino et al., 2000; Nishino and Spain, 2004; Spain, 1995b, 1995a; Symons and
Bruce 2006; Xu et al., 2019] nitroaromatiklerin toksisitesi ve mutajenitesini [Padda et
al., 2003; Purohit and Basu, 2000; Sunahara, 2009; Ding et al., 2016] konu alan ¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Nitropiyoluteorin, kloramfenikol, fidolopin ve oksipayrolnitrin gibi sadece
birkag nitroaromatik bilesik dogal olarak olusmaktadir. Astragalus gibi baz1 bitkiler de
nitroglikozidi savunma mekanizmasi olarak sentezlerler. Bunun yani sira poliiiretan,
pestisid [6rnegin parathion (diethyl-p-nitrophenylmonothiophosphate), dinoseb (2-
sec-butyl-4,6-dinitrophenol), ve ¢esitli patlayicilarin (2,4,6-trinitrotoluen (TNT),
pikrik asit 2,4,6-trinitrofenol, vb.] eldesinde oldugu gibi ¢ogu endiistriyel alanda da
nitroaromatik bilesikler iiretilmektedir. Ilaglarmn, solventlerin, plastiklerin ve boyalarmn
sentezinde mono ve di-nitrofenoller olusmaktadir [Spain, 1995a; Peres and Agathos,
2000]. Ayrica asir1 askeri faaliyet sonucunda ve tiretim, yiikleme, tagima, bosaltma ve

kullanim islemleri siiresince de nitroaromatik bilesikler g¢evreye yayilmaktadir.



Cevreye yayilan bir¢ok nitroaromatik bilesik yasayan organizmalar i¢in toksik ve
mutajeniktir dolayisiyla canlilar i¢cin oldukca tehlike arz etmektedir.

Polinitrat aromatik bilesiklerin indirgenmesinde baslica iki yol izlenir (Sekil
2.1); ilki hidriir transferaz veya OYE (old yellow enzyme, eski sar1 enzim) ailesinden
bazi enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyondur. Bu reaksiyon stiresince iki hidriir
iyonu ilavesiyle aromatik halkanin indirgenmesi sonucu dihidriir-Mesenheimer
kompleksi olusur. Nitrorediiktaz aktivitesine sahip farkli enzimler tarafindan
katalizlenen diger baslica yol ise ardarda elektron ilavesiyle nitro gruplarinin
indirgenmesi reaksiyonudur. Her iki durumda da nitrit veya amonyum inorganik azot
kaynag1 olarak salmabilir ve bakteriyal biiyiime i¢in kullanilabilir. Uluslararas: baglica
endiselerden biri ¢ok fazla kalici patlayict artiklarla topragin genis oOlgekli
kontaminasyonu ve bunlarla yeralt1 sularinin birlesmesidir. Ornegin, diinya genelinde
2,4,6-Trinitrotoluen (TNT) ile ¢okga yer kirletilmistir [Lewis et al., 2004; Rieger,
2002]. Bu nedenle patlayici kontaminasyonuna karsi etkili temizleme teknolojilerinin

gelistirilmesi gerekmektedir.
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Sekil 2.1: Bakterilerde polinitroaromatik bilesiklerin indirgenme yollar1.



2.3. Nitrorediiktazlar

Oksidorediiktaz smifi enzimlerden olan nitrorediiktazlar prostetik grup olarak
flavin mononiikleotid (FMN) veya flavin adenin diniikleotid (FAD), nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD(P)H)i ise indirgeyici gii¢ olarak kullanarak nitro gruplu
bilesiklerin indirgenme reaksiyonunu katalizler [Bryant et al., 1981; Kobori et al.,
2001]. FMN bagl nitrorediiktazlar (NTR), Escherichia coli NTR, Enterobacteria
cloacae NTR,  Salmonella typhimurium NTR ve  Vibrio fischeri flavin
oksidorediiktazi ve S. saprophyticus Ssap-NtrB’yi i¢ine alan yapisal olarak homolog
enzimler grubudur [Anlezark et al., 1992; Bryant and DeLuca, 1991; Celik ve Yetis,
2012; Watanabe et al., 1998; Zenno et al., 1994].

Nitrorediiktaz enzimi genis c¢esitlilikte nitro grubu tasiyan bilesiklerin
indirgenmesi reaksiyonunu Kkatalizler [McCalla et al., 1978; Whiteway et al.,
1998)](Sekil 2.2). Nitrorediiktazlar genis bir kullanim alanma sahiptir. Ticari degeri
yiiksek kimyasallarin sentezinde, kanser terapilerinde ve kirlilife neden olan
nitroaromatik  bilesiklerin ~ biyodegredasyonunda  kullanilir. Dolayistyla
nitrorediiktazlar toprak Kirliliklerinin biyolojik olarak giderilmesinde 6nemli bir rol

alir.

CHs CH, CH, CHs

OyN NO, H20 O,N NO O,5N NHOH 30 O,5N NH,
4» — > —
~ e S

NO, 2e +2H" NO, 2e +2H* NO, 2e + 2H" NO,

2,4,6-trinitrotoluen 2-nitroso-4,6-dinitrotoluen 2-hidroksil-4,6-dinitrotoluen 2-amino-4,6-dinitrotoluen
(TNT) (NO DNT) (HADNT) (ADNT)

Sekil 2.2 : Nitrorediiktaz ile TNT nin muhtemel indirgenme yollar1.

2.4. Kirletici Nitroaromatiklerin Fitoremediasyonu ve
Transgenik Bitkilerin Kullanim

Patlayicilarin gevresel kalimliliklar1 ve biyodegradasyona olan diisiik seviyedeki
duyarliliklar1 ve canli organizmalara olan olumsuz etkisi, kontamine olmus topraklarin
remediasyonunu zorunlu hale getirmektedir [Sens et al., 1999; Pennington and
Brannon, 2002]. Kullanilan giincel yontemler genelde pahali, etkinligi diisiik ve zaman

alan yaklasimlardir. Yakma gibi fiziksel yontemler enerji gereksinimi duymasinin yani
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sira, NOx emisyonu gibi yeni ¢evresel sorunlara da yol agmaktadir. Adsorpsiyon gibi
kimyasal siirecler genelde pahali olup, bilesenlerin yikimindan ziyade sadece
ayrigmasini saglamaktadir. Bununla birlikte kimyasal rediiksiyon ve ileri oksidasyon
stiregleri gibi iyilestirme yOntemleri sonucunda olusan iriinler inatg1 ve toksik
reaksiyonlara yol acabilmektedir. Ayrica fiziksel ve kimyasal yontemlerin en kritik
dezavantaji sadece ex situ (alan digsinda) uygulanabilir olmalaridir [Rodgers and
Bunce, 2001].

Son zamanlarda en popiiler teknolojilerden olan mikroorganizmalarin ve/veya
bitkilerin potansiyel olarak c¢evreyi temizleme yeteneklerinden faydalanan
biyoremediasyon gibi biyoteknolojik yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler gorece
daha ucuz, cevre dostu ve toplum tarafindan oldukca kabul géren ¢éziimlerdir. Zararh
maddelerle kirlenmis bolgelerde biyoremediasyon yonteminin uygulanmasi,
geleneksel yontemlere gore 10 kat daha ucuz bulundugu i¢in ABD Cevre Koruma
Kurumunun (EPA) programina gére kullanimi uygun goriilmistiir. Dogal bir yontem
olmas1 toplum tarafindan diger teknolojilere gore daha kabul edilebilir olmasini
saglamaktadir. Bunun yani sira diger remediasyon tekniklerinde oldugu gibi kirletici
bir fazdan digerine doniismedigi i¢cin daha kalic1 bir ¢6ziim yontemidir.

Cevredeki kirleticilerin alinmasinda ya da onlarin zararsiz hale getirilmesinde
yesil bitkilerin kullanim1 olarak tanimlanan [Raskin et al., 1997] fitoremediasyon da
bir in situ biyoremediasyon yontemidir. Bitkiler organik Kirleticileri bozabilir,
pargalayabilir ya da metallerde oldugu gibi biinyesine alarak stabilize edebilir [EPA,
1995]. Fitoremediasyon uygulanan topragimn yapisi degismeden biyolojik 6zellikleri ve
fiziksel yapis1 korundugu i¢in sonrasinda dogrudan tarimsal amaglar i¢in kullanilabilir.

Fitoremediasyon amaci ile gelistirilen ilk transgenik bitki ¢alismasinda metal
tolerans1 hedeflenmistir. Ancak daha sonra bu strateji, patlayici ve halojenli bilesenler
gibi organik kirleticilerin bitkiler tarafindan metabolize edilmelerini artirmak tizere
gelistirilmistir [Doty et al., 2000]. Nitroaromatikler grubundan 2,4,6-trinitrotoluen
(TNT) ile heterosiklik nitramin olan hekzahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RDX) ve
oktahidro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazosinin  (HMX) c¢evrede en sik bulunan
patlayicilardir. Bugiline kadar TNT’nin toprakta tespit edilen en yiiksek
konsantrasyonlar1 4000-10000 mg/kg arasinda olmakla beraber bazi ekstrem
durumlarda bu degerin 87000 mg/kg oldugu da tespit edilmistir [Clark and Boopathy,
2007; Vila et al., 2008]. RDX ve HMX maddeleri ise genel olarak sirasiyla 800-1900
mg/kg ve 600-900 mg/kg konsantrasyonlarinda bulunsa da bu maddelerin toprakta



tespit edilen en yiliksek konsantrasyonlar1 siras1 ile 74000 mg/kg ve 5700 mg/kg’dir
[Clark and Boopathy, 2007].

Patlayici ile kontamine topraktan izole edilmis Enterobacter cloacae kokenli
bakteriyel enzimi kodlayan pentaeritritoltetranitrat (PETN) rediiktaz geninin aktarimi
ile modifiye edilmis tiitiin (Nicotiana tabacum), organik bilesen biyoremediasyonu
amacina yonelik tasarlanan ilk bitkidir [French et al., 1999]. Bu enzim nitrat esterleri
ve nitroaromatik patlayicilarin degredasyonunda rol alan bir flavonitrorediiktazdir.
Transgenik tiitiin tohumlari, yaban tipi bitkilerin inhibe oldugu 0,05 mM TNT igeren
soliisyonda ¢imlenmis ve bilyliyebilmislerdir. Ayrica ayn1 transgenik bitkilerin, yaban
tipi bitkileri inhibe eden 1 mM konsantrasyonda GTN (gliserol trinitrat) i¢eren
ortamda da ¢imlenip biiyiiyebildikleri gosterilmistir. Bir diger ¢alismada ise E. cloacae
kokenli NfsI nitrorediiktazi eksprese eden transgenik tiitliniin geleneksel bitkiler i¢in
letal konsantrasyonda (0,5 mM =113 mg/L) TNTyi tolere ettigini gosterilmistir
[Hannink et al., 2007]. Hannink ve arkadaglar1 (2007) ayni transgenik bitkileri
kullanarak, TNT doniisiim {irlinlerinin (4-hidroksiloamino-2,6-dinitrotoluen) yaban
tipi ile karsilastirildiginda bitki makromolekiillerine baglanmasmin daha yiiksek
oldugunu gostermistir [Hannink et al., 2007]. Travis ve ekibi yapmis olduklar1
caligmada ise (2007) E. cloacae kokenli transgenik nitrorediiktazi eksprese eden tiitiin
bitkilerinin TNT ile kontamine topraga yaban tipine gore daha toleransli oldugunu
bildirmistir [Travis et al., 2007]. Transgenik bitkilerin biiyiidiigii kontamine topragin
rizosferinde, yaban tipinin rizosferinden farkli olarak, kiiltiire edilebilir bakteri
sayisinin arttigini ve bunun yani sira mikrobiyal topluluktaki islevsel ve genetik
cesitliligin de arttigini tespit etmistir. E. coli kokenli nitrorediiktaz NfSA’nin
aktarildig1 Arabidopsis thaliana transgenik bitkisi, yaban tipine gore 7-8 kat daha fazla
TNT’yi biinyesine alabilmistir. Bu trangenik bitkiler yaban tipinden farkli olarak
TNT’nin doku-i¢i rediiksiyonunu da saglamustir [Kurumata et al., 2005]. Ayrica
yapilan nitrorediiktaz aktivite deneyi sonucunda yaban tipinde tespit edilebilir aktivite
bulunamazken, transgenik hatlarda Onemli Ol¢lide nitrorediiktaz aktivite artist
belirlenmistir. 2009 yilinda A. thaliana ile yapilan bir bagka transgenik ¢alismasinda
E. cloacae kokenli nfsl geni aktarilmis olan bitki, soliisyonda 250 uM konsantrasyonda
bulunan TNT’nin tamamini asimile edebilmistir [Strand et al., 2009]. Pseudomonas
putida kokenli nitroreditktaz pnrA genini eksprese eden bir titrek kavak hibrit tiirii,
hidroponik kiiltiirde 57 mg/L, toprakta 1000 mg/kg TNT de biiyiiyebilmistir. Oysa bu



ortamlarda yaban tipi i¢in inhibe edici konsantrasyonlarin sirasiyla 11 mg/L ve 500
mg/kg oldugu gosterilmistir [van Dillewijn et al., 2008].

Yapilan bir diger calisma da boliimiimiiz 6gretim tiyesi Prof. Dr. Yelda
Ozden Cift¢i ve grubunun yiiriittiigii , ‘Kirletici nitroaromatiklerin diisiik sicakliklarda
in vitro fitoremediasyonu: Bakteriyal nitrorediiktazin (Ssap-NtrB) tiitiinde heterelog
ekspresyonu ve biyobozunum uygulamalarinin arastirilmast’ baglikli 2016 yilinda
tamamlanmis olan ve TUBITAK tarafindan desteklenmis 214Z157 no’lu projedir.
Ssap-NtrB geninin aktarildigi transgenik tiitin T2-TR3-4 bitkisinde transkribe
olmasina ragmen, protein seviyesinde yiiksek miktar tespit edilememistir. Bu durumun
sebeplerin baginda proteazlar tarafindan yabanci olarak algilanan nitrorediiktazin

yikimi gelmektedir.

2.5. Bitkilerde Rekombinant Protein Uretimini Arttirma
Yontemleri

Rekombinant protein {iretimi igin basta tiitiin olmak tizere bitkiler ekonomik
bir alternatif olarak ortaya ¢ikmasma ragmen, diisiik rekombinant protein birikimi
bitkilerin ticari bir protein iiretim platformu olarak kullanimin1 sinirlamaktadir. Diisiik
iretimin sebeplerin en basinda, proteazlar tarafindan yabanci olarak algilanan
rekombinant proteinlerin yikimi gelmektedir. Plazminojen aktivatorleri [Schiermeyer
et al., 2005], sitokinler [Sirko et al., 2011], insan serum albiimini [Sun et al., 2011] ve
monoklonal antikorlar [Stevens et al., 2000; Sharp and Doran, 2001; Muynck et al.,
2009] gibi biyofarmostatik proteinlerin bitki hiicrelerinde firetildiklerinde farkli
derecelerde proteolitik isleme tabi tutuldugu gosterilmistir.

Bitki genomlar1 yiizlerce proteolitik enzim kodlar [van der Hornn, 2008]
dolayisiyla belirli bir rekombinant proteinin bozulmasindan sorumlu proteazlari
tanimlamak zordur. Bu nedenle bitkide hangi proteazlarin salgilandig1 ve salgi yolu
boyunca hiicre bdlmelerinde nerede bulundugunu bilmek rekombinant proteinin
stabilizasyonu i¢in uygun stratejilerin gelistirilebilmesinde kritik dneme sahiptir.
Tiitlinde, proteazlarm biiylik bir kismini aspartik ve sistein (papain benzeri sistein
proteazlar) proteazlar olusturmaktadir [Pillay et al., 2014]. Papain benzeri sistein
proteazlar, proteoliz sirasinda niikleofil olarak aktif bolgelerinde (yani Cys, His ve

Asn) bulunan sisteini kullanmaktadirlar [Rawlings et al., 2010] ve bitkilerde, papain

10



benzeri sistein proteazlarin biiylime, tohum ¢imlenmesi, anter gelisimi, yaslanma,
bagisiklik ve stres yanitlarinda rol oynadigi bilinmektedir [Liu et al., 2018].

Gelismis bitki konakg1 sistemlerinde rekombinant proteini degredasyonlara kars1
korumak i¢in bitki ekspresyon sistemlerindeki proteolitik aktiviteyi baskilayacak pek
cok stratejiler gelistirilmistir. Bitki siispansiyon hiicre kiiltiirlerine stabilizasyon
ajanlarinin eklenmesi, proteaz inhibitorlerinin ilgili protein ile birlikte ekspresyonu,
rekombinant proteinleri apoplast veya vakuol i¢gindeki bozunmadan korumak i¢in
rekombinant proteini bu hidrolitik hiicresel bolmelerden ayiracak hedefleme teknikleri
kullanma ve bitki proteazlarmi kodlayan ilgili genin susturulmasi gibi stratejiler

gelistirilmistir [Manoj and Mandal, 2016].

2.5.1. Stabilize Edici Ajanlarin Eklenmesi

Bitkilerde rekombinant protein {dretimini arttrmak igin uygulanabilecek
stratejilerden biri hiicre siispansiyon kiiltlirlerine protein stabilize edici ajanlarin
eklenmesidir. Tiitlin bitkisinde rekombinant fare 1gG1 antikorunun iiretimi amaglanan
bir ¢alismada tiitiin NT-1 hiicre siispansiyon kiiltiir ortamina stabilize edici ajan olarak
jelatin ve polivinilpirolidon (PVP) eklenmis ve bdylece 1gG1 antikorunun iiretim
diizeyinin dokuz kata kadar arttigi gézlenmistir [Wongsamuth and Doran, 1997].
Benzer sekilde bir fare IgGl antikorunu eksprese eden transgenik tiitiin NT-1
hiicrelerinin kiiltiir ortamina PVP eklenmesiyle Kkiiltiir ortaminda antikor agir zincir
birikiminde 35 kat artisa bile yol agtig1 gozlemlenmistir [La Count et al., 1997].
Baska bir calismada ise transgenik tiitiin NT-1 hiicrelerinin kiiltiir ortamina sigir serum
albiimin ilave edilerek, hiicre dis1 insan GM-CSF birikiminde iki kat artig saglanmigtir
[James et al., 2000]. 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada ise insan vaskiiler endotelyal
bilylime faktoriinii eksprese eden transgenik yosun (Physcomitrella patens)
hiicrelerinin kiiltlir ortamma insan serum albiimininin eklenmesiyle rekombinant
proteinin tiretiminde ti¢ kat artis oldugu bildirilmistir [Baur et al., 2005]. Bir diger
calismada ise sagak kok kiiltiir ortamina PVP eklendiginde anti-vitronektin insan
IgG1X mADb M12'nin birikme seviyesi iki kat artmistir [Hakkinen et al., 2014]. Bahsi
gecen stabilize ajanlarin proteolitik enzimler {izerinde engelleyici bir etki gosterip
gostermedigi heniiz analiz edilmemistir, ancak bu ajanlar proteini stabilize edbildigi

icin hiicre dis1 proteazlar i¢in alternatif bir substrat olarak iglev gorebilir.
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2.5.2. Proteaz inhibitorlerinin ifadesi

Bitki hiicrelerinde rekombinant proteinlerin istenmeyen proteolizini azaltmak
icin proteaz inhibitdrlerinin ilgili protein ile birlikte ekspresyonu gibi farkli stratejiler
arastirilmistir. Ozellikle sistein, serin veya aspartik proteazlar i¢in spesifik proteaz
inhibitdrleri bu amacla kullanilmaktadir. Insan alantichymotrypsin (al-ACT) iceren
transgenik domateslerde katepsin D inhibitoriiniin (SICDI) de ekspresyonunun,
rekombinant proteini stabilize ettigi ve transgenik patates yapraklarinda birikmesinde
ise 2.5 kat artisa yol agtig1 bildirilmistir [Goulet et al., 2010b] Akabinde gelen diger
calismasinda, SICDI veya domates sistatin SICY S9'un (125 ailesi) gecici ekspresyonu,
fare C5-1 IgG monoklonal antikoru geni tasiyan transgenik N. benthamiana'daki
protein iretiminde stabilizasyonu saglama potansiyeli arastirilmistir. Her ki
inhibitoriin fare C5-1 1gG monoklonal antikorla birlikte ekspresyonu, antikor hafif
zincirinin daha fazla birikmesine yol agarken, sadece SICDI'nin ekspresyonu antikor
agir zincirin daha yiiksek tiretimine neden oldugu bildirilmistir [Goulet et al., 2012].
Bir diger ¢alismada ise domates sistatin ailesinin baska bir {iyesi olan SICYSS, N.
benthamiana'daki C5-1 antikoru ile birlikte gegici olarak ekspresyonu yapilmustir.
Tim bitki 6lceginde C5-1 antikorunun birikmesinin yaklasik %40 arttigi rapor
edilmistir. Bununla birlikte SICYS8 nin etkisinin bitkinin yasma bagh oldugu
bildirilmistir. Daha yasli yapraklarda, SICYS8 seviyelerinin oldukga diisiik oldugu ve
bu yapraklarda papain benzeri sistein proteaz PLCP aktivitelerinde artis oldugu
gbzlemlenmistir [Robert et al., 2013]. Piring sistein proteaz inhibitorii orizasittatin-1'in
konstitiitif ekspresyonu, transgenik olmayan kontrollere kiyasla model tiitiin
bitkilerinde protein glutatyon rediiktazin birikiminin artmasma ve daha yiiksek
aktivite sahip olmasina neden olmustur [Pillay et al., 2012].

Nepenthes alata’dan elde edilen proteaz inhibitéri IT (120 ailesi) geninden
tripsin ve kimotripsin inhibitdr alanlarmi igeren sentetik bir yapmin, rekombinant
insan graniilostemasrofaj koloni uyarici faktor (h\GM-CSF) ile birlikte ekspresyonu,
piring stispansiyon kiiltiirlerinde hGM-CSF salgisinda iki kat artigsa yol agmustir [Kim
et al., 2008b]. Soya fasulyesi Bowman-Birk serin proteaz inhibitoriiniin (112 ailesi),
transgenik tiitlin bitkilerinin koklerinden rekombinant insan tek zincirli IgGl ile
birlikte salgilanmasi1 antikor birikiminin 2 kat arttig1 belirtilmistir [Komarnytsky et
al., 2006].
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2.5.3 Subselliiler Hedefleme ve Fiizyon Proteinleri

Rekombinant proteinleri apoplast veya vakuol i¢cindeki bozunmadan korumak
icin, hedef proteini bu hidrolitik hiicresel bolmelerden ayiracak hedefleme stratejileri
gelistirilmistir. Rekombinant proteinlerin ER veya ER tiirevi yapilarda tutulmasinin
ozellikle yararli oldugu kanitlanmistir [Conrad and Fiedler, 1998]. Bitki tohumlarinda
rekombinant proteinleri biiyiik miktarlarda depolamak i¢in misir tohumu depolama
proteini olan y-zein kullanarak bir flizyon protein stratejisi gelistirilmistir.

Bitki kaynakli veba asis1 gelistirme projesinin bir pargasi olarak, flizyon Zera
domaini olan ve olmayan model antijenler Nicotiana benthamiana, Medicago sativa
(yonca) ve Nicotiana tabacum NT1 olmak tizere ii¢ farkli bitki sisteminde ifade
edildiginde Nicotiana tabacum NT1 hiicre kiiltiirinde Zera-F1-V protein birikiminin
tek bagina F1-V'den 3 kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir [Alvarez et al., 2010]
.Gegici olarak transforme edilmis N. benthamiana ve stabil transforme edilmis yonca
bitkilerinde benzer sonuglar elde edilmistir. Yapilan diger bir c¢alismada ise
rekombinant proteinlerin Trichoderma reesei kaynakli hidrofobin I ile fiizyonu, N.
tabacum ve N. benthamiana'da protein cisimlerinin olusumunu kolaylastirdig ve iiriin

verimini arttirdig1 gozlemlenmistir [Joensuu et al., 2010; Gutiérrez et al., 2013].

2.5.4. Gen Baskilama

Rekombinant proteinlerin proteolitik degradasyonunu azaltmak i¢in bir baska
umut verici strateji, proteaz kodlayan genlerin ekspresyonunu baskilamaktir. 2008
yilinda Kim ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada sistein proteazin (CysP),
seker aclig1 yoluyla indiiksiyonun ardindan piring hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
major olarak salgilanan bir proteaz oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmada piring hiicre
stispansiyon Kkiiltlirlerinde CysP ekspresyonunu baskilamak i¢in intron igeren
kendiliginden tamamlayici firkete RNA (ihpRNA) kaynakli transkripsiyon sonrasi gen
susturma (PTGS) uygulanmig ve toplam salgilanan proteaz ve CysP aktivitelerinin
analizi sonucu, yaban tipinde gozlenenden daha diisiik aktivite oldugu gosterilmistir.
Ayrica, piring hiicre siispansiyon kiiltiirlerine hem insan graniilosit-makrofaj koloni
uyarict faktér (h\GM-CSF) hem de CysPmin ihpRNA'sm1 ifade eden gen transforme
edilmigtir. Toplam proteaz ve CysP aktivitelerinde bir azalma ve hGM-CSF
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iiretiminde, sadece hGM-CSF eksprese eden bir piring hiicre hattinda gézlemlenenlere
kiyasla bir 1.9 kat artig gdsterdigi ortaya konmustur. Bu sonuglar, proteaz aktivitesini
azaltmak ve piring hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde hedef protein birikimini arttirmak
icin CysP'nin RNA etkilesimi yoluyla baskilanmasinin uygulanabilirligini gdstermistir
[Kim et al., 2008]. Biraz daha genis bir proteaz susturma yaklagimini, dort katalitik
siniftan (aspartik, sistein, metalo-ve serineproteazlar) proteazlari kodlayan dort
proteaz geninin (NtAP, NtCP, NtMMP1 ve NtSP) tiitiin BY-2 hiicrelerinde karsilik
gelen antisens dizilerinin ekspresyonu yoluyla eszamanli susturulmasi izlemistir
[Mandal et al., 2014]. Bu ¢alisma antisens RNA ifade eden BY-2 hiicrelerinin kiiltiir
ortaminda, yaban tipi BY-2 hiicrelerine gore toplam proteolitik aktivitenin daha diisiik
bir seviyelerde oldugunu gostermistir. Bu transgenik BY-2 hiicre dizisi, rekombinant
IgG 1k antikoru 2F5 iiretmek i¢in kullanildiginda, ayn1 antikoru eksprese eden yaban
tipi hiicrelerle karsilastirildiginda saglam antikor agir zincirinin dort kat daha fazla
birikmesine neden oldugu gosterilmistir. Sekansa 6zgii niikleazlara dayanan farkli gen
hedefleme stratejilerinin  gelistirilmesiyle, artik aktivitesini tamamen ortadan
kaldirmak i¢in herhangi bir proteaz genini bozmak miimkiindiir [Fichtner et al., 2014].

Sistein proteazlarinin rekombinant protein yikiminda rol aldigini gdsteren
bircok calisma bulunmaktadir. 2003 yilinda Outchkourov ve arkadaglari tarafindan
yapilan bir ¢alismada, deniz anemonuna ait proteaz inhibitorii equistatin proteininin
patates yumrularinda eksprese edildigi ancak sistein proteazlarin rekombinant
equistatinin  fonksiyonel birikimini ciddi sekilde engelledigi gdosterilmistir
[Outchkourov et al., 2003]. Duwadi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan diger bir
calismada (2015) fonksiyonel genomik yaklasim kullanarak sistein proteazlarin tiitiin
yapraklarinda tiretilen terapotik interlokin (IL) birikim seviyesine etkisi incelenmistir.
Bu amagla, varsayilan 60 sistein proteaz geni (CysP) tanimlanmistir. Yaprak
dokusunda ifade oldugu belirlenen 10 aday CysP geni daha fazla karakterizasyon
calismasi i¢in secilmis ve segilen CysP’ler RNAi teknigi kullanilarak susturulmustur.
Segilen proteazlar arasindan CysP6 (NtCP6)’nin (Nicotiana tabacum Cysteine
Protease (NtCP)) susturulmasi sonucunda IL-10 birikim seviyesinin kontrole kiyasla
1.6 kat arttig1 gézlemlenmistir. Bu sonug, CysP6’nin susturulmasmin tiitiin transgenik
bitki hatlarinda IL-10 birikimini pozitif olarak etkiledigini gdstermistir. CysP6,
endopeptidaz aktivitesinden sorumlu olan papain domaini, 129 olarak adlandirilan

katepsin propeptit inhibitor domaini ve ilave olarak belirli proteazlarin
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hedeflenmesinde ve aktivitelerinin diizenlenmesinde rol oynadigi bilinen graniilin
benzeri tekrarlara sahiptir [Duwadi et al., 2015].

Yukarida tartigilan stratejilere dayanarak rekombinant proteinlerin proteolitik
degradasyonunu 6nlemek i¢in kullanilabilecek tiim hedef proteinleri stabilize edebilen
sihirli bir teknik olmadigi agiktir. Bununla birlikte, bu 6nemli sorunun iistesinden
gelmek i¢in yukarida agiklanan araglardan wuygun prosediirlerin = secilmesi
saglanmalidir. Bu tez kapsaminda model organizma olan tiitiin bitkisinde rekombinant
nitrorediiktaz protein birikimini artrmak ig¢in; sistein proteazlarmin rekombinant
protein yikimimda énemli bir rol aldigini gosteren bir¢ok calismaya dayanarak ve gen
baskilama sisteminin diger stratejilere kiyasla daha etkili ve daha giincel oldugu goz
oniinde bulundularak NtCP6 geni giincel gen diizeltme tekniklerinden CRISPR/Cas9

yonetimi kullanilarak susturulmustur.

2.6. Bitki Papain Benzeri Sistein Proteazlar:

Diger tiim organizmalarda oldugu gibi, bitkiler de fonksiyonel olmayan
proteinleri amino asitlere indirgemek igin proteazlar kullanir. Ancak proteazlar bu
temizlik fonksiyonundan daha fazlasina sahiptir. Proteazlar ayni zamanda Kkilit
diizenleyicilerdir. Diger proteinlerin kaderini geri donilisimsiiz bir sekilde
belirleyerek, gelisimsel ve ¢evresel ipuclarma yanit olarak farkl siiregleri diizenlerler.
Bu uygulama, spesifikligi korur ve aktivitelerini hem zaman hem de mekanda siki bir
sekilde diizenler [van der Hornn, 2008]. Bitkilerde gergeklesen proteoliz, gesitli
hiicresel bolmelerde bir¢ok enzimi ve ¢ok yonlii proteolitik yollar1 igeren karmasik bir
stirectir. Sistein proteazlari da bu siire¢te 6nemli bir rol oynamaktadir. Proteolizdeki
toplam paylar1 bitki tiirline ve organimna bagli olarak degigsmektedir. Sistein proteazlari
olgun organlarda toplam proteolitik aktivitenin % 30'unu olustururlar. Bununla
birlikte, sistein proteazlar1 farkli i¢ ve dis uyaranlara 6nemli 6lgiide yanit verir ve bu
durumlarda aktiviteleri toplam proteolitik aktivitenin % 90"n1 igerir [Wisniewski and
Zagdanska, 2001].

Proteazlar, i¢ (endopeptidazlar), N-terminali (aminopeptidazlar) veya C-
terminali (karboksipeptidazlar) olabilen peptit baglarmi keserler (Sekil 2.3). Tim
proteazlar, oksijeni bir oksianyon deliginde stabilize ederek substrat peptit baginin
karbonil grubunu polarize eder, bu da karbon atomunu aktif bir niikleofil tarafindan

saldirtya karg1 daha savunmasiz hale getirir (Sekil 2.4a). Proteazlar bunu dort ana yolla
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yapabilir, bu da dort katalitik smifa isim verir: sistein proteazlari, serin proteazlari,

metalo proteazlar1 ve aspartik proteazlar (Sekil 2.4b).

Endopeptidaz
\/
NOOOOO0O00C
A A

Aminopeptidaz Karboksipeptidaz
. 2 J

Ekzopeptidaz

Sekil 2.3: Proteazlarin isimlendirilmesi.

Niikleofil

l Makas pepiid bag:

Subsrat
o]t

b Oksianyon
Katalitik simf Niikleofil sabitleyici
Sistein proteazlar Cys-His -NH-(2x)
Serin proteazlar Ser-His -NH-(2x)
Metaloproteazlar H,0-Me?* Me?*
Aspartik proteazlar H,0-Asp H*-Asp

Sekil 2.4: Proteazlarin dort ana katalitik siifinin kesme mekanizmalari.

Substrat proteini (yesil), enzimin substrat (S) cepleriyle etkilesime girerek amino
asit kalintilar1 (R) yoluyla proteazin substrat baglanma bdlgesine (gri) baglanir. Makas
peptit bagi, oksianyon deligini (mavi) stabilize ederek enzim tarafindan polarize edilen
bir karbonil grubuna bitisiktir; bu karbonil, karbonu niikleofilik saldiriya karsi
savunmasiz hale getirir (Sekil 4a). Katalitik siniflar arasindaki en biiylik farklar,
niikleofil ve oksianyon stabilizatoriiniin yapisidir. Sistein ve serin proteazlar, aktif

bolgede histidin (His) tarafindan aktive edilen niikleofil olarak bir Cys veya Ser
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rezidiisii kullanir. Oksianyon deligi genellikle proteazin omurgasindaki iki rezidii
tarafindan stabilize edilir. Metaloproteazlar ve aspartik proteazlar suyu sirastyla metal
(Me2 +) veya aspartat (Asp) ile elektrostatik etkilesimlerle aktive edilen niikleofil
olarak kullanirlar ve bu proteazlarin oksianyonu sirasiyla Me2 + ve Asp tarafindan
stabilize edilir (Sekil 4b).

Proteinlerin smiflandirilmasimi yapisal ve evrimsel iliskiye dayandiran Rawlings
& Barrett (1993), enzimleri aileler ve siniflar halinde gruplandirmiglardir. Sinif,
evrimsel bir iliski i¢inde olan bir grup aileden olusur. Bu yazarlar tarafindan 6nerilen
smiflandirma siirekli olarak gilincellenmektedir (MEROPS peptidases veritabani,
http://merops.sanger.ac.uk). Sistein proteazlari C 6n eki ile etiketlenmis ve en az alt1
stiper aileye veya smifa gruplandirilmis 40'tan fazla peptidaz ailesini igermektedir.
Bitki genomlari, 5 smiftan olusan 15 aileye ait yaklasik 140 sistein proteazi
kodlamaktadir [Rawlings et al., 2006]. Farkli siniflardan proteazlarin yapilarinda
farkliliklar bulunur, bu da yakmsak (convergent) evrimi ima eder. CA ve CE smiflar
papain benzeri bir kat iceren proteazlar igerirken, CD proteazlarinin kaspaz benzeri bir
katmani vardir. Birgok sistein proteazi, hem gelisimsel ipuclaria hem de patojenlere
yanit olarak programlanmis hiicre 6liimiinde (PCD: programmed cell death) rol oynar.
Diger sistein proteazlari, epidermal hiicre kaderini, ¢igeklenme zamanini, hastalik
olusumunu ve polen veya embriyo gelisimini diizenler [van der Hornn, 2008].

Cogu bitki sistein proteazlari, papain (C1) ve legumain (C13) ailelerine aittir.
Sistein proteazlarin iiyelerinden olan kaspazlar (C14 ailesi) ve kalpana bagimli
proteazlar kalpainler (C2 ailesi) bitkilerde daha sonra bulunmustur. Bitkilerde
proteinlerin deubikitinasyonunu katalize edilmesinde rol alan proteazlar, ubikitin C-
terminal hidrolazlar (C12 ailesi) ve ubikitine 6zgii proteazlar (C19)dir [Vierstra,
2003].

Bunlar arasinda, aktif bolgede niikleofilik sistein tiyol (yani, Cys, His ve Asn),
iceren papain benzeri sistein proteazlar: (PLCP: Papain-like cysteine proteases) sistein
proteazlarmin en bol gruplarindan biridir [Rawlings et al., 2010]. Arabidopsis
tarafindan kodlanan C1A alt familyasinda yaklasik 30 papain benzeri proteaz vardir
[Beers et al., 2004]. Bu C1A proteazlari preproproteazlar olarak iiretilir. Oto inhibitor
prodomain, katalitik bolge yarik tizerine geri katlanir ve proteazin [Taylor et al., 1995]
aktivasyonu sirasinda ¢ikarilir.

Sistein proteazlar (CysP) bakteri, mantar, viriis, bitki ve hayvanlara kadar

degisen tiim organizmalarda bulunan proteinlerdir. Bitkilerde, CysP'ler ¢evresel stres
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yaniti, besinlerin yeniden stabilizasyonu ve hiicresel temizlik konularinda kilit rol
oynarlar [Ueda et al., 2000]. Arabidopsis'te, CysP'lerin gelisim sirasinda farkl
dokularda ¢ok yonlii rol oynadigi bilinmektedir [Lee et al., 2004; Gietl and Schmid,
2001]. Bununla birlikte, CysP'lerin tiitiindeki rolii hakkinda c¢ok fazla sey
bilinmemektedir. Stres yanit1 [Linthorst et al., 1993], programlanmis hiicre 6liimii
sirasinda protein bozulmasi [Zhao et al., 2013], polen tane gelisimi [Zhang et al., 2009]
ve yaslanan yapraklarda aminoasitin yeniden stabilizasyonunda [Kantyka et al., 2001]
yer alan az sayida tiitliin CysP’leri karakterize edilmistir.

Papain benzeri sistein proteazlar1 da viriis [Rawlings et al., 1992], bakteriler
[Kantyka et al., 2011], maya [Enenkel and Wolf, 1993], protozoa, bitkiler ve hayvanlar
(Rawlings et al., 2010; Novinec and Lenarcic, 2013] dahil olmak iizere bircok
organizmada bulunur. Bu enzimler, protein salgis1 i¢in bir sinyal peptidi ve istenmeyen
protein bozulmasini 6nlemek i¢in bir oto-inhibitor etki alani ile aktif olmayan Onciiler
olarak iiretilir [Coulombe et al., 1996]. Sirasiyla Arabidopsis, kauguk, manyok, hint,
kavak ve asmada tanimlanmis olan papain benzeri sistein proteaz genleri 31, 43, 40,
26, 40 ve 24 multigenik biiyiik bir familyaya aittir [Martinez and Diaz, 2008; Zou et
al., 2017b]. Bir¢ok proseste yer alan bitki PLCP'lerinin biiyiik cogunlugu son yillarda,
karakterize edilmistir. Bitki PLCP'lerinin biliylime, tohum ¢imlenmesi, anter gelisimi,

yaslanma, bagisiklik ve stres yanitlarinda yer aldigi gosterilmistir [Liu et al., 2018].

%.6.1. Pz}pain Benzeri Sistein Proteazlarin Rekombinant Protein
Uretimi Uzerine Etkisi

Bitkilerde yapilan rekombinant proteinler siklikla hem iiriin verimini hem de
kaliteyi olumsuz etkileyen sinirli proteolizden muzdariptir [Mandal et al., 20016].
Bitki tarafindan tiretilen proteinler siklikla hiicreler arasi bosluga (apoplast) salgilanir
ve orada protein parcalanmasini destekleyen proteaz agisindan zengin bir ortamla
karsilasir [Hehle et al., 2011; Goulet et al., 2012]. Ayrica, vakuolar proteazlarin
salinmasi nedeniyle hasat sirasinda rekombinant protein bozulmasi da goriilebilir.
Serin proteazlarin bu degradatif siireclerde dnemli bir rol oynadig goriilmekle birlikte
[Mandal et al., 20016], mAb degradasyon fragmanlarinin yakin zamandaki analizleri
papain benzeri sistein proteinazlarin da iligkili oldugu konusunda kanit saglamustir [
Hehle et al., 2015]. Son yillarda, PLCP aktivitesi ve fonksiyonu iizerine kapsamli

calismalar, bu enzimlerin Arabidopsis Thaliana model bitkisi tizerinde karakterize
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edilmesine odaklanmis ve bdylece bu proteaz ailesinin secilmis temsilcilerinin spesifik
biyokimyasal dzelliklerine ilk bakis acisi saglamistir [van der Hoorn et al., 2004; Lu
et al., 2015]. Planta veya hasat sonrasi ortamlarda rekombinant protein ekspresyonu
sirasinda proteolizin inhibisyonunda en iyi hedeflerin secilmesi i¢in yapilan
caligmalardan birinde N. Benthamiana PLCP'leri olan aleurain benzeri proteaz,
katepsin B [Niemer et al., 2016] ve NbCP14 [Paireder et al., 2016]’nin enzimatik
ozellikleri hakkinda ayrintili bilgiye ulagilmistir. Bu enzimlerin ikisi, N. benthamiana
katepsin B (NbCathB) ve NbCP14, monoklonal antikorlar1 par¢alanmasinda belirgin
bir etki gostermektedir [Niemer et al., 2016; Paireder et al., 2016]. Bununla birlikte,
N. Tabacum'da ek PLCP'ler tanimlanmistir. Bunlardan CysP6 ve CysP7’nin secici
asag1 reglilasyonu, bir rekombinant protein birikimi {izerinde yararh etkilere sahiptir
[Duwadi et al., 2015]. Iiging bir sekilde, bu iki enzimin ortologlar1 diger bitkilerin
apoplastinda da tespit edilmistir [Horger et al., 2013]. N. Benthamiana'da, CysP6 ve
CysP7'nin agrobakteri aracili rekombinant protein lretimi iizerine yukari regiile

oldugu bulunmustur [Pillay et al., 2016].

2.6.2. Papain Benzeri Sistein Proteazlarin Tohum Cimlenmesindeki
Fonksiyonu

Bitkilerde yapisal, metabolik ve koruyucu proteinler tohumlarda depolanir.
Cimlenme sirasinda, bu tohum proteinleri biiyiiyen fideleri beslemek icin
diizenlenmektedir. Bu islemlerde PLCP'ler de Onemli gorevler iistlenmektedir.
Filizlenen misir ve bugdayda, prolaminlerin toplam proteolitik aktivitesinin % 90'mn1
sistein proteazlar1 olusturur [Grudkowska and Zagdanska, 2004]. Yapilan ¢alismalarda
Vicia sativa tohum ¢imlenmesi sirasinda, depolama proteinleri olan vicilin ve [-
konglisinin ( 7S globiilin) diizenlenmesinde dért PLCP (CPR1, CPR2, proteaz A ve
CPR4)’ nin rol alan [Fischer et al., 2000; Schlereth et al., 2000, 2001] ve arpa
tanelerinin ¢cimlenmesi sirasinda etkin olan 27 PLCP tanimlanmistir [Zhang and Jones,
1995]. Bunun yani sira iki PLCP (EP-A ve EP-B) de saflagtirilmistir [Poulle and
Jones, 1988]. Tohum ¢imlenmesi sirasinda iki EP-B (EPB1 ve EPB2) izoformun
ifadesi gibberellik asit (GA) ile indiiklenerek ve absisik asit (ABA) tarafindan represe
edilerek diizenlenmektedir [Koehler and Ho, 1990; Mikkonen et al., 1996].

Tohum ¢imlenmesi sirasinda bu proteazlar geng fideler i¢in azotlu besinler

saglamak tizere kotiledon epitelleri ve aleurone tabakasindan, depolama proteinlerini
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pargalayan endosperme salgilanmaktadir [Mikkonen et al.,1996]. GA ile indiiklenen
bir PLCP olan HvPap-1'inin arpa tanesi ¢imlenmesi sirasinda protein hareketlerinde
temel fonksiyonlar1 gergeklestirdigi bildirilmistir [Cambra et al., 2012]. HvPap-1,
embriyodaki protein govdelerine ve vezikiillere lokalizedir ve arpa endosperm
proteinleri olan hordeinler, albiiminler ve globiilinleri degrede edebilir. Bu sonuglar
PLCP'lerin, tohum ¢imlenmesini tesvik etmek i¢in depolama proteinlerini harekete
gecirmede onemli faktorler oldugunu ve bunlarin ekspresyon ve / veya aktivitelerinin
GA, ABA ve sistatinler tarafindan diizenlendigini gostermektedir.

Arabidopsis PLCP genleriolan PAP2, PAP3 ve RD19A , farkli organlarda farkli
ekspresyon gosterirken PAP4 ve PAPS yaprakta yiliksek ekspresyon gosterir.
Arastirmalar farkli PLCP proteinlerinin farkli fonksiyonlarmni ve lokalizasyonlarmi
vurgulamaktadir. Bunun yani sira RD21A, RD21B, RD19A gibi birgok PLCP’nin,
cesitli doku ve organlarda yiliksek ekspresyon sergilemesi bitki biiylimesi ve
gelismesinde diizenleyici rolii oldugunu gosterir [Richau et al., 2012].

Bitki tohumlar1 ilk filizin biiylimesi ve gelismesi i¢in besin maddelerini
olusturur. Bu siireci baslatan ve tamamlayan anahtar faktorlerden biri PLCP'lerdir
[Szewinska et al., 2016]. Stres kosullarinin tohum ¢imlenmesini olumsuz etkiledigi ve
hatta fideciklerin olusamamasina neden oldugu iyi bilinmektedir. Bu nedenle stres
kosullar1 altinda, PLCP'lerin aktivitesinin ve diizenleyici faktorlerin de nasil

etkilendigi detayli bir sekilde analiz edilmelidir.

2.6.3. Papain Benzeri Sistein Proteazlarin Programlanmis Hiicre
Oliimiindeki Rolii

Bitkilerde programlanmis hiicre éliimiiniin temel diizenleyicileri papain benzeri
sistein proteazlaridir. Yapilan ¢alismalar Arabidopsis'te, trake element (TE), tapetum,
stispansiyon ve ER stresine bagli programlanmis hiicre Oliimiinde c¢ok sayida
PLCP’nin rol aldigmi géstermistir [Zhao et al., 2000; Cai et al., 2018]. Katepsinler,
CI1A smifinda yer alan papain benzeri sistein proteazlaridir ve yaprak yaslanmasi ve
PCD dahil olmak iizere ¢ok sayida bitki biyolojik siirecine katilan Onemli
diizenleyicilerdir. 2016 yilinda yapilan bir ¢aligmada ii¢ Arabidopsis katepsin B
proteini (AtCathB13) tandem kiitle spektrometrisi ile tanimlanmis ve {i¢lii mutantinda
abiyotik stres (6rn. Ultraviyole, oksidatif stres) ve endoplazmik retikulum stresiyle

indiiklenen PCD'de giiglii bir azalma gosterdigi gézlenmistir [Ge et al., 2016]. Daha
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ileri arastirmalar, katepsin B'nin susturulmasinin reaktif oksijen tiirleri (ROS)
birikimini ve ER stresine bagli programlanmis hiicre 6liimiinii (ERSID) azalttigini,
PBAI1'in agag1 regiilasyonunun ERSID'yi artirdigini, ERSID'in sirastyla katepsin B ve
PBALI tarafindan pozitif ve negatif olarak diizenlendigini gosterdi [Cali et al., 2018].
Zhao ve ekibinin yiiriittiigii ¢alismada tiitiin PLCP proteini olan NtCP14'in yiiksek
katalitik aktivitesi, sadece PCD'nin baslangici ile iliskili olan 8 ve 32 hiicreli embriyo
asamalarindaki siispansiyon ile siirlandirilmistir. NtCP14'in asir1 ekspresyonu, bazal
hiicre hatt1 yasinda erken hiicre 6liimiine neden oldugu, embriyonik kitlenme ve tohum
Olimiine yol actigr bunu yam swra NtCP14'lin susturulmasinin ise siispansiyon
PCD'sinde ciddi bir gecikmeye yol agtig1 belirtilmistir [Zhao et al., 2013]. Bu sonuglar
PLCP'lerin tohum, TE, tapetum, siispansiyon ve ERSID'de 6nemli diizenleyici olarak

rol oynadigini gostermektedir.

2.6.4. Papain Benzeri Sistein Proteazlarin Yaprak Yaslanma
Siirecindeki Rolii

Yaprak yaglanmasi, gen¢ yapraklarm ve lireme organlarinin biiylimesini
desteklemek icin endojen besinleri, yaslanan yapraklardan geri doniistiiren fizyolojik
bir siiregtir. Protein par¢alanmasi, yaprak yaslanmasi sirasinda gerceklesen en temel
reaksiyonlardan biridir. Yaprak yaslanmasi sirasinda PLCP'ler protein proteolizinde
onemli gorevler iistlenirler [Bhalerao et al., 2003; Roberts et al., 2012; Diaz-Mendoza
et al., 2014]. Arabidopsis'te, tanimlanan SAG12, RD21A, AtRD19A, RD19C, ALP /
SAG2 / AALP / ALEU, CTB1 ve CTB3 dahil olmak iizere birgok PLCP iiyesinin
yaprak yaslanmasi siirecinde yer aldig1 belirlenmistir [Gepstein et al., 2003; Guo and
Cai, 2004; Guo and Gan, 2014]. Benzer islevlere sahip ¢esitli SAG12 ortolog genleri,
piring, B. napus, tathi patates ve tiitin dahil olmak tizere cesitli bitki tiirlerinde
tammmlanmustir [Chen et al., 2002; Beyene et al., 2006; Gombert et al., 2006; Liu ,
2010]. 2010 yilinda SAG39 sistein proteaz promotorii kesilen PSAG39-IPT
transgenik piringlerde yapilan bir ¢alismada, yapraklarda yaslanmanimn geciktigi ve
daha fazla sayida ortaya ¢ikan salkim fenotipi gézlenmistir. Bu da Arabidopsis SAG12
homologu olarak islev gosterdigini diisiindiirmektedir [Liu , 2010]. Benzer sekilde,
kauguk agacinda (Hevea brasiliensis), HbSAG12H1 ile 17 Arabidopsis SAG12
ortologlar1 (HbSAG12H1-17), yaslanma ile iliskili genlerle ayn1 ekspresyon modeli
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gostermistir bu da HbSAG12H1'in Hevea yaprak yaglanma mekanizmasini incelemek
icin molekiiler bir isaret¢i olarak islev gorebilecegini gosterir. [Zou et al., 2017a].

Yaprak yaglanmasi birgok maddenin proteolizini i¢eren son derece diizenlenmis
bir siiregtir. Bitkilerde yaglilikla iliskili genler (SAG) tarafindan kodlanan PLCP'lerin
katalize edilen enzimatik reaksiyonlar, protein yikimi i¢in 6nemli bir yoldur.
Glniimiizde SAGI12, islevi bircok tiirde karakterize edilen en yogun incelenen
yaglanma ile iligkili PLCP'lerdir. Yaprak yaslanmasina katilan SAGI12 ve diger
PLCP'lere ek olarak ¢ok daha fazla PLCP biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir [Liu et al.,
2018].

2.6.5. Stres Kosullar1 Altinda Papain Benzeri Sistein Proteazlarin
Fonksiyonu

Bitkiler siirekli olarak ¢evresel 1s1, kuraklik, soguk veya tuzluluk gibi abiyotik
streslere maruz kalirlar. Bitkiler abiyotik streslerle basa c¢ikmak i¢in, gen
altkiimelerinin ekspresyonunu yeniden programlayarak ve uyarlanabilir bir tepki
indiikleyebilen hassas mekanizmalar gelistirmistir. Bitkinin hayatta kalmak i¢in
birincil savunma hatt1 olan proteinlerin proteoliz ile geri doniisiimiinde bitki papain
benzeri sistein proteazlar1 6nemli rol oynamaktadir. Coklu g¢evresel streslere yanit
olarak PLCP'ler, agirlikli olarak yukari regiile edilen bitki proteazlaridir ve ekspresyon
oraninda artis gézlenmektedir [Rabbani et al., 2003; Kempema et al., 2007; Roberts et
al., 2012; Diaz-Mendoza et al., 2014].

Dehidrasyon stres adaptasyonu i¢in iki 6nemli protein markeri olan AtRD21A
ve AtRDI9A, kuraklik ve tuz stresleri tarafindan biiyiik 6l¢iide indiiklenmektedir
[Koizumi et al.,1993]. Zang ve ckibinin yapmis oldugu ¢alismada Polietilen glikol
(PEG), tuz ve soguk stresleri altinda, bugday papain benzeri sistein proteaz geninin
(TaCP) ekspresyonu yukari regiile edildigi gozlenmistir [Zang et al., 2010]. Ek olarak,
TaCP'yi asir1 eksprese eden transgenik Arabidopsis, yabani tipe oranla cok daha giiclii
kuraklik toleransi gostermistir, bu da TaCP'nin dehidrasyon toleransina aracilik
etmede bir rol oynadigin1 gosterir [Zang et al., 2010]. Tath patates SPCP2 geni dogal
yaslanmanin yani sira karanlik, absisik asit (ABA), jasmonik asit (JA) ve etefon
kaynakli yaglanma sirasinda da dnemli 6lgiide artis gostermektedir [Chen et al., 2010].
Arabidopsis'te tatl patates SPCP2 geninin asir1 ekspresyonu, kuraklik ve tuz stresine

kars1 direnci arttirken, tath patates SPCP3 geninin asir1 ifadesi ise kuraklik stresine
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duyarlilik kazandirmistir [Chen et al., 2013]. Biber (Capsicum annuum) PLCP geni
(CaCP) ekspresyonu yaprak yaslanmasi sirasinda uyarilmig ve abiyotik ve biyotik
strese karsi cevap olusturmada 6nemli lgiide regiile edilmemistir. Biberde CaCP'nin
baskilanmasi, tuz ve ozmotik strese karsi toleransi arttrmistir [Xiao et al., 2014]. 2016
yilinda yapilan bir ¢aligmada arpa katepsin benzeri protein HvPap-1, karanlik ve azot
acligma yanit olarak uyarilmistir [Velasco-Arroyo et al., 2016]. HvPap-1'in arpada
asir1 ifadesi yaprak yaslanmasini hizlandirirken, HvPap1'i miRNA ile susturulmasi
yaglanma siirecini geciktirmistir [Velasco-Arroyo et al., 2016]. Ek olarak, stres
kosullar1 altinda, arpa katepsin benzeri proteinlerin (HvPap-1, HvPap-6 ve HvPap-19)
ifadesi arpa mikro gozeneklerinde arttirilmis ve otofaji aktive edilmistir. Katepsinlerin
kaspaz3 inhibitorleri tarafindan inhibisyonu otofajiyi azaltirken ve stres kaynakli
mikro-g6zenekli embriyogenezi arttirmistir. [Barany et al., 2018].

Protein hidrolizi, bitkilerin olumsuzluk streslerine yanit vermesi i¢in ¢ok
onemlidir. Pek ¢ok PLCP proteaz1 ayrica bitki yaprak yaslanmasini hizlandirir veya
abiyotik strese karsi bitki duyarliligini arttirir. Bu durumda, bitkiler, bitki bliylimesini
tesvik etmek ve mahsul verimini arttirmak i¢in PLCP'lerin gen ekspresyonunu veya
protein aktivitesini bazi diizenleyiciler araciligiyla diizenler. Son zamanlarda yogun
bir sekilde c¢alisilan PLCP inhibitérii  fitokistatindir ve bir¢cok arastirma,
fitokistatinlerin asir1 ifadesinin 6nemli 6lgiide bitki yaprak yaslanmasini geciktirdigini
ve stres toleransini arttirdigimi ayrica proteaz aktivitesinin dogrudan inhibisyonunun
onemli bir neden olabilecegini ortaya koymustur [Kunert et al., 2015; Subburaj et al.,
2017; Tan et al., 2017a,b]. Sonu¢ olarak, farkli tiirlerdeki PLCP'lerin proteaz
ekspresyonunun ve eyleminin uzamsal modeli olarak farkl etkileri, islevsel substrati,
spesifik biiylime periyodu ve bitkinin bulundugu biiylime durumu gibi cesitli
faktorlerle belirlenir. Bu nedenle, farkli 6zel ortamlarda bitki stres toleransini arttirmak

icin PLCP'lerin aktivitesinin diizenlenmesi son derece dnemlidir.

2.6.6. Papain Benzeri Sistein Proteazlarin Bitki Savunma
Sistemindeki Rolii

Bitkiler dogal ortamda bakteri, mantar, oomisetler, toprak kurtlar1, bocekler ve
mikroplar dahil olmak tizere pek ¢ok patojen ve zararlilarin saldirisina ugramaktadir.
Cogu calisma, bitki patojenine kars1 savunmada PLCP'nin 6nemini vurgulamistir. Bir

cok durumda, PLCP ekspresyonunun eksikligi patojen direncinde degisikliklere yol
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acar ¢linkii PLCP mutasyonlar1 bitkileri patojen enfeksiyonuna daha duyarli hale
getirir [Misas-Villamil et al., 2016]. Vezikiil i¢cinde lokalize olan salgilanmis misir
PLCP'si olan Mirl (misir dogustan (inbred) direnci 1)’in larva beslenmesinden sonra
yara yerinde yiiksek miktarda biriktigi gozlenmistir [Chang et al., 2000]. Mirl'i
eksprese eden bitkilerle beslenen tiitiin tomurcuk kurdu larvalar1 ciddi hasara ugramis
ve bocek bagirsagnin peritrofik matriksi bozulmustur [Pechan et al., 2000, 2002]. Son
aragtirmalar, Mirl'in birikmesi i¢in etilenin (ET) gerekli oldugunu ve misirda musir
yaprak bitine (CLA) kars1 direncin artmasina katkida bulundugunu gostermistir [Louis
et al,, 2015]. Ek olarak, PLCP'ler ayrica salisilik aside (SA) bagimli savunma
sinyallesmesinin dnemli diizenleyicileridir.

Onceki galigmalar SA tedavisinin misir yapraklarinda PLCP protein aktivitesini
giiclii bir sekilde indiikleyebildigini ve aktive edilmis apoplastik PLCP'lerin de SA ile
iliskili bagisiklik genlerinin ekspresyonunu indiikleyebilecegini gostermistir [van der
Linde et al.,, 2012]. En son arastrmalar, PLCP'lerin SA birikimini indiiklemek ve
yapraklarda SA savunma sinyalini aktive etmek i¢in protein dnciileri yoluyla Z. mays
bagisiklik sinyali peptidi 1'1 (Zip1) serbest birakmas1 gerektigini ortaya koymaktadir
[Ziemann et al., 2018]. Bu sonuglar SA'nin PLCP'lerle etkilesiminin, biyotik stres
altinda savunma genlerinin ekspresyon regiilasyonunda 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Domates Rcr3 (Cladosporium direnci-3) ve Pipl (Phytophthora
inhibe edilmis proteaz-1) patojen tehdidi tizerine yukari regiile edilmis ve aktiviteleri
patojen tiirevi inhibitorler tarafindan inhibe edilmistir [Kruger et al., 2002; Tian et al.,
2007]. Rer3'in silinmesi, Phytophthora infestans [Song et al., 2009], Cladosporium
fulvum [Dixon et al., 2000] ve toprak solucan1 Globodera rostochiensis'e [Lozano-
Torres et al., 2012] kars1 bitkilerin duyarliligini arttirmistir. Rer3'e benzer sekilde Pip 1
mutant bitkileri de C. fulvum, Pseudomonas syringae ve P. infestans'a karsi daha
duyalidirlar [Ilyas et al., 2015]. Nicotiana benthamiana'da C14'in susturulmasi
bitkilerin P.infestans'a duyarliligin1 arttirken [Kaschani et al., 2010], Arabidopsis
rd19 ve rd21 mutantlar1 da sirasiyla bakteriyel patojen Ralstonia solanacearum ve
mantar patojeni Botrytis cinerea'ya karsi daha duyarlidir [Bernoux et al., 2008; Shindo
etal., 2012].

Tiim bu veriler birlikte ele alindiginda, PLCP'lerin patojen savunmasini
diizenlemede belirleyici bir rol oynadigini gostermektedir. Bahsi gecen yukaridaki
caligmalardan goriilebilecegi gibi, 6nceki ¢aligmalar PLCP genlerinin mutasyonunun

bitki bagisikligin1 azaltmasina odaklanmistir, ancak PLCP'lerin bitki bagisiklik
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savunmalarina nasil katildigina iliskin nispeten az anlayis vardir. Ayrica PLCP'ler, ET-
ve SA-yolu gibi bitki savunma hormonu sinyal yollarinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bitkinin gesitli savunma hormonlar1 arasindaki koordineli etkilesimin bitki bagisiklig
icin ¢ok onemli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, PLCP'lerin ¢esitli bitki hormonu
yolaklarindaki roliini ve etki mekanizmalarin1i incelemek PLCP'lerin bitki
bagisikligini nasil korudugunu veya gelistirdigini anlamanin etkili bir yolu olacaktir.
Ote yandan, bitki bagisiklik siire¢lerinde PLCP'lerin roliinii sentetik olarak ortaya
koymak, bitki bagisiklik mekanizmalarmin kapsamli bir sekilde arastirilmasi i¢in bir

baska onemli arastirma icerigidir.

2.7. CRISPR Cas9 Sistemi

Genom diizeltme tekniklerinin baglicalar1 arasinda yer alan ¢inko parmak
niikleazlar1 (ZFNs): Zinc Finger Nucleases), TAL efektor niikleazlar1 (TALENSs: TAL
Effector Nucleases) ve kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar/Cas
niikleazlar1 (CRISPR/Cas: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats), 1slah siirecini hizlandiran aracili transformasyon yontemleridir [Belhaj et al.,
2013; Sprink et al., 2015].

Belirli bolgelerdeki genleri degistirerek ya da belirli bir bolgeye istenilen
genin aktarilmasin1 saglayan “molekiiler makas” olarak da tanimlanan bu
niikleazlar, aktarildiklar1 bitki genomunda hedef gen ya da bdlgede istenilen
modifikasyonlar1 bu bélgelerde ¢ift zincir DNA kiriklarma (DSB: Double Strand
Break) neden olarak baslatilir [Curtin et al., 2012]. DSB’lerin olusmasindan sonra,
bu kiriklar hiicrenin kendi tamir mekanizmalar1 olan Homolog Rekombinasyon
(HR: Homolog Recombination) ya da Homolog Olmayan Ug Birlesimi (NHEJ:
Non-Homologous End Joining) mekanizmalar: ile tamir edilir (Sekil 2.5).
Genomda meydana gelen modifikasyonlar hiicre tarafindan kullanilan tamir
mekanizmasina bagli olarak farkliliklar gosterir.

Bir tamamlayict donér DNA ya sahip HR tamir mekanizmasi ile, ekleme veya
silme olaylarinin indiiklenmesi sonucunda genin susturulmasi saglanabilir. Bununla
birlikte HR tamir mekanizmalarini iceren homolog oryantasyon onarmmi (HDR:
Homology Directed Repeat), gen degistirme veya gen ekleme gibi hatasiz ve gene
6zgii modifikasyonlar1 olusturmak i¢in kullanilabilir [Cao et al., 2016]. NHEJ ise daha

cok cevresel mutasyonlarin genoma vermis oldugu =zararlarin diizeltilmesinde
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kullanilan ve 6zellikle insanlar ve bitkiler gibi gelismis 6karyotlarda baskin olan bir
tamir mekanizmasidir. NHEJ tamir mekanizmasi genellikle rastgele baz ¢iftlerinin
eklenmesi (kirmizi) veya silinmesi (mavi) ile sonuclanir ve bu gen susturulmasina
neden olur (Sekil 2.5) Bu yolla genomik bir bolgeye niikleotitler eklenip ¢ikabilir ve
sonucta genomda ¢erceve kaymasi mutasyonlar1 gozlenebilir. Eger ayni niikleaz ile
uyumlu ¢ikintilar birakarak ayni anda kesilen bir donor DNA mevcutsa, NHEJ tamir

mekanizmasiyla gen eklenmesi de saglanabilir.
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Sekil 2.5: DNA onarim mekanizmasi.

Farkli prokaryotik canlilarda CRISPR bdlgelerini saran DNA dizilerinin
karsilagtirmali olarak incelenmesi sonucunda CRISPR boélgelerinden 6nce veya sonra
Cas proteinlerini kodlayan genlerin varligi tespit edilmis ve CRISPR bélgelerinin dort
adet Cas geni (Cas 1-4) ile iliskili oldugu gosterilmistir [Jansen et al., 2002]. Bir¢ok
Cas geninin niikleaz ve helikaz gen ailelerine benzer DNA dizileri igerdigi kesfedilmis
ve boylece prokaryotlarin viriislere kars1 gelistirmis olduklar1 RNA-aracili savunma
sisteminin CRISPR/Cas sistemi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismalarin ardindan,
coklu CRISPR/Cas alt tipleri ve farkli Cas protein aileleri rapor edilmistir [Haft et al.,
2005]. CRISPR bolgelerinin en 6nemli 6zelligi, palindromik olarak tekrarlanan, ileri
ve geri yonlii ayni okunan kisa DNA dizilerine sahip olmasidir. Bunun yani sira diziler
arasinda aralayict DNA bolgeleri de igermektedir. 2005 yilinda, es zamanl yapilan
birbirinden bagimsiz ¢aligmalar sonucunda baz1 CRISPR aralayici bolgelerinin faj ve

plazmit DNA’smin prokaryot genomuna entegre edilmesi sayesinde olusturuldugu
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rapor edilmistir [Mojica et al., 2005]. 2007 yilinda ilk kez prokaryotlardaki kazanilmig
bagisiklik sisteminin CRISPR/Cas mekanizmasi gosterilmistir. Barrangou vd. yapmis
oldugu bu ¢aligmada, Streptococcus thermophilus adli bakterinin, kendisine saldiran
viriise karsi diren¢ saglamak icin virlis genomunun bir pargasini kendi CRISPR
lokusuna ekledigi kesfedilmistir [Barrangou et al., 2007].

Son yillarda RNA-aracili sistem olan CRISPR/Cas mekanizmas1 biiylik oranda
aydinlatilmistir. Brouns ve arkadaslarinin (2008) E. coli”de tanimladig1 bir Cas protein
kompleksi olan Cascade, oncii CRISPR RNA molekiiliinii olgun aralayici (spacer)
iceren RNA molekiillerine (crRNA) kesmektedir. Ayrica bir bakteriyel konak¢imnin,
DNA viriisii ile enfeksiyonuna kars1 bagisikligini saglamak i¢in Cascade ile birlikte
crRNA ve bir helikaz/niikleazina (Cas3) da gereksinim duydugu bulunmustur. Bunun
yanisira CRISPR RNA’lar (crRNA) CRISPR mekanizmasinda rehber olarak da yer
almaktadir [Brouns et al., 2008; Kira et al., 2015]. crRNA'nin sens ve antisens
yonlerinde bakteride virlise karsi bagisiklik sagladigi bir anti-viris CRISPR
tasarlayarak, gosterilmistir. Boylece crRNA kilavuzlarinin dsDNA'y1r hedefledigi
belirtilir. Marraffini ve Sontheimer yapmis oldugu bir diger ¢alismayla (2008) , S.
epidermidis'in bir CRISPR dizisinin ger¢ekten de DNA'y1 hedefledigini ayrica
konjiigasyonu onlemek i¢in de RNA'y1 diizelttigini kesfetmistir. Takip eden sonraki
yillarda S. thermophilus'ta CRISPR/Cas'm faj ve plazmid DNA dizisinin her iki
ipligini de kestigi belirlenmistir [Garneau et al., 2010]. 2011 yilinda kodlamayan trans-
aktive edici CRISPR-RNA’lar (tracrRNA) tanimlanmistir [Deltcheva et al., 2011] ve
CRISPR/Cas sistemi, E. coli’den S. thermophilus’a ilk olarak aktarilmistir
[Sapranauskas et al., 2011]. Boylece tracrRNA, crRNA ve Cas9 fonksiyonlari
belirtilmistir ve CRISPR/Cas sistemi S. pyogenes adli organizmada gosterilmistir
[Jinek et al., 2012].

Cas9 endoniikleaz, crRNA ve tracrRNA olarak adlandirilan iki kiiciik RNA
molekiilii iceren dort bilesenli bir sistemdir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Cas9
endoniikleaz, iki RNA molekiiliinii, Cas9 ile kombine edildiginde, DNA tarafindan
belirlenen DNA hedefini bulabilen ve kesebilen bir "tek kilavuz RNA" haline
getirilmigtir. Boylece daha yonetilebilir iki bilesenli bir sisteme doniistiirilmiistiir
[Jinek et al., 2012]. Yapay Cas9 sisteminde, kilavuz RNA'nin niikleotit sekansi
manipiile edilebilir ve herhangi bir DNA dizisinin kesilmesi i¢in hedefleyecek sekilde
programlanabilir. S. thermophilus’ da yapilan bir caligmada, genomda segilen bir alani
hedeflemek igin CRISPR sisteminde Cas9'un crRNA'smin dizisi degistirilerek,
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sistemin yeniden programlanabilecegi gosterilmistir [Mojica and Montoliu, 2016]. Bu
gelismeler, modifiye CRISPR/Cas9 sistemi ile genomlar1 diizeltme ¢alismalarina yeni
bir boyut kazandirmastir.

CRISPR/Cas9 uygulamasiyla yapilan genom diizeltmesi zebra balig1 ve bakteri
hiicrelerinde basariyla uygulanmistir [Hwang et al., 2013]. Ayn1 zamanda, model bitki
tiirleri olan Arabidopsis thaliana ve Nicotiana benthamiana'da, agroinfiltrasyon ve
protoplast transfeksiyonu gibi farkli transformasyon yontemleri kullanilarak, ekleme
ve delesyon olusturmak i¢cin NHEJ ve HDR gibi farkli onarim mekanizmalariyla bitki
genomunun diizeltilmesi i¢in CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilmistir [Feng et al.,
2013]. CRISPR, bilim insanlarinin spesifik genleri hedef almasina ve etkinlestirmesine
veya susturabilmesine olanak veren programlanabilir transkripsiyon faktorleri yapmak
icin degistirilmistir [Larson et al., 2013]. Akabinde insan da dahil olmak tizere memeli
genomlarinda CRISPR/Cas9 ile diziye 6zgii DNA mutagenezi olusturulabildigi rapor
edilmistir [Cong et al., 2013].

Son zamanlarda, CRISPR/Cas9 teknolojisinin gelismesi bitkilerdeki genetik
manipiilasyon c¢alismalarinda yeni imkanlar tanmistr [Bao et al., 2019].
CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak genomlar1 degisiklige ugratilmis bitkiler
arasinda Sorghum bicolor [Jiang et al., 2013], Triticum aestivum [Gao et al., 2013],
Zea mays [Liang et al.,, 2014], Marchantia polymorpha [Sugano et al., 2014],
Nicotiana tabacum [Baltes et al., 2014], Brassica oleracea [Lawrenson et al., 2015],
Solanum tuberosum [Wang et al., 2015], Glycine max [Jacobs et al., 2015], Lactuca
sativa [Woo et al., 2015], Nicotiana attenuate [Woo et al., 2015], Medicago truncatula
[Michno et al., 2015], Populus tremula [Zhou et al., 2015], Populus tomentosa [Fan et
al., 2015], Cucumis sativus [Chandrasekaran et al., 2016], Petunia hybrida [Subburaj
et al., 2016], Papaver somniferum [Alagoz et al., 2016], Physcomitrella patens
[Collonnier et al., 2017], Gossypium hirsutum [Li et al., 2017], Arabidopsis thaliana
[Miki et al., 2018] ve Glycine max [Bao et al., 2019] yer almaktadir. CRISPR / Cas9
teknolojisi, bitkilerdeki genom diizenleme i¢in daha ¢ok yonlidir. Bu yeni
teknolojinin bitki biyoteknolojisindeki kullanim alanlar1 genellikle bitkilerin verim ve
kalite Ozelliklerinin iyilestirilmesi, biyotik ve abiyotik streslere dayanikli bitki
gelistirilmesi, bitkilerin fitoremediasyon ve biyofortifikasyon amaciyla kullanilmasini
icermektedir. CRISPR araglarmin nispeten diisiik maliyeti ve kullanim kolayligi,
akademik alanlarda ve her boyuttaki sirketlerde, esas olarak lriin bazli 6zellik

gelisimini hizlandiran yenilik¢i arastirmalari tesvik etmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Bitki Materyali

Tez ¢alismasinda model bitki olan Nicotiana tabacum cv. Samsun tohumlar1
kullanilmigtir. Gen aktarimi yapilmayan ve transgenik tiitiin bitkileri Gebze Teknik
Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Yelda
Ozden Cift¢i’den temin edilmistir. Stapyhlococcus saprophyticus bakterisinden izole
edilmis olan nitrorediiktaz geni (Ssap-NtrB) aktarilmig transgenik T2 TR3-4 tiitiin
bitkileri Prof. Dr. Cift¢i ve grubunun 2016’da tamamladig1 2147157 No’lu “Kirletici
nitroaromatiklerin diisiik sicakliklarda in vitro fitoremediasyonu: Bakteriyal
nitrorediiktazin (Ssap-NtrB) tiitlinde heterelog ekspresyonu ve biyobozunum
uygulamalarmin arastirilmas1” bashikli TUBITAK proje ¢alismasi sonucunda elde
edilmistir. Calisma boyunca bitkiler, yari-giiclii MS ortaminda 24+2°C, 300 pmolm’
25l floresan 1s131nda, %70 nem ve 16/8 saat (aydmlik/karanlik) foto periyodu

kosullarina sahip bitki biliyiitme odasinda kiiltiirlenmistir.
3.1.2. Kullanilan Mikroorganizma Suslar

Tez c¢alismasinda CRISPR/Cas9 sisteminde kullanilan pYLSgRNA-
AtU3d/LacZ, pYLsgRNA-AtU6G-1 ve pY LsgRNA/Cas9P plazmitleri GTU, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii, Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari’ndan temin edilen E.
coli DHS5a susundan izole edilmistir. Yiiksek oranda gen ekspresyonu elde etmek igin
kullanilan E. coli DHS5a hiicre hatt1 ve tiitiin bitkisine transformasyon asamasinda
kullanilan A. tumefaciens EHA105 hiicre hatti GTU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Bolimii, Molekiiler Genetik Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
3.1.3. Kullanilan Plazmitler

Tez ¢aligmasinda kullanilan plazmitler Tablo 3.1°de listelenmistir.
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Tablo 3.1: Tez caligmasinda kullanilan plazmitler.

Direnglilik Belirlenen
Plazmitler Belirteci Direnclilik | Boyut Restriksiyon | Referanslar
Enzimleri
pYLsgRNA- AmpR Ampisilin 3146 bg BamH1 Ma and Liu,
AtU3d/LacZ 2016.
pYLsgRNA-AtU6-1 AmpR Ampisilin 3146 bg EcoR1 Ma and Liu,
2016.
pYLsgRNA/Cas9P KanR Kanamisin | 16.211 b¢ | BamH1 Ma, and Liu,
2016.

Deneylerde kullanilan Addgene firmasi tarafindan temin edilen erisim
numaralar1 sirasiyla KR029100, KR029101 olan pYLsgRNA-AtU3d/LacZ ve
pYLsgRNA-AtU6-1 sgRNA ifade kaset plazmitleri SgRNA ekspresyon kasetlerini

tastyan Escherichia coli pozitif CRISPR/Cas9 klonlarmin se¢imini kolaylastirmak igin

AmpR direng belirte¢ geni igermektedir (Sekil:3.1-2). SQRNA ekspresyon kasetlerinin

Golden gate klonlamas: i¢in binary vektor olan pYLSgRNA/CasOP plazmiti

kullanilmistir. Erisim numaras1 KR029109 bu plazmit CRISPR / Cas9 ikili vektoriini

iretmek icin iki Bsal bolgesi ile c¢evrili modifiye edilmis bir ccdB bdlgesi ve

klonlarmin se¢imini kolaylastrmak i¢cin KanR direng belirteg geni igermektedir.

Icermektedir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.1: pYLsSgRNA-AtU3d/LacZ kaset plazmitinin fiziksel haritasi.
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Sekil 3.2: pYLsgRNA-AtUG6-1 kaset plazmitinin fiziksel haritasi.
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Sekil 3.3: pYLsgRNA/Cas9P kaset plazmitinin fiziksel haritast.
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3.1.4. Kullanilan Enzimler ve Antibiyotikler

Tez galismasinda kullanilan E. coli ve A. tumefaciens suslarmin biiyiitiilmesi ve
deneylerde kullanilan bitkilerin biiyiitiilmesi i¢in hazirlanan besiyerlerine gerekli
durumlarda ¢esitli antibiyotikler eklenmistir. Uygun ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan
antibiyotikler filtreden gecirilerek steril hale getirilmistir. Calismada kullanilan

antibiyotikler, konsantrasyon degerleri ve c¢oziciileri ile birlikte Tablo 3.2° de

gosterilmistir.
Tablo 3.2 : Kullanilan antibiyotikler.
Stok E. coli’de A. Bitki
Antibiyotik | konsantrasyon | kullamlan tumefaciens’de | Besiyerinde | Coziicii
(mg/ml) konsantrasyon | kullanilan kullanilan
(ug/ml konsantrasyon | konsantras
(ng/ml) yon (ng/ml)
Ampisilin 100 100 - - dH20
Kanamisin 50 100 100 100 dH20
Gentamisin 50 - 30 30 dH20
Higromisin 500 - - 30 dH20
Timentin 250 - - 250 dH20

Calisma boyunca kullanilan enzimler; Lizozim Roche (Mannheim, Almanya)
firmasindan, RNazA Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan, BamHI-HF EcoR1
Restriksiyon Endoniikleazlari, 10X Tampon 4 NEB Biolab ( Ipswich, ABD) T4 DNA
Ligaz, Phusion DNA Polimeraz, Tag DNA polimeraz Thermo Fisher Scientific
(Waltham, ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.1.5. Kullanilan DNA Molekiiler Belirtecleri

Agaroz jel goriintillemeleri igin Molekiiler DNA Belirteci (MBI Fermantas,
O’Gene RulerTM 1 kb DNA Marker, SM0311 ve Thermo Scientific™ Lambda
DNA/HindIII Marker, SM0101) kullanilmustir (Sekil 3.4).
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Lambda DNA/Hindlll Marker, 2

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
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Sekil 3.4: Kullanilan belirtegler.
3.1.6. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler
Tez calismasi kapsaminda bakterilerin ve bitkilerin biiylimesi i¢in kullanilan
besiyerleri Tablo 3.3’de verilmistir. Deneyler sirasinda kullanilan soliisyonlar ve

cozeltiler Tablo 3.4°de gosterilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan besiyerleri ve igerikleri.

BESIYERI ICERIK

Luria Bertani (LB) 10 g NaCl, 10 g tripton ve 5 g maya Oziitii
dH,O ile 1 L’ye tamamlanarak 121°C’da 20
dakika boyunca steril edilir. (pH:7-7.5)
Luria Bertani (LB) Agar 1 L LB besiyeri, 15 g agar bulunan cam
siseye eklenir ve ardindan 121°C’da 20
dakika boyunca otoklavlanarak steril edilir.
(pH:7-7.5)

Yar1 Kat1 Murashige ve Skoog (MS) 4.405 MS, 20 g sukroz, 3 g gelrite dH20 ile
1 L’ye tamamlanarak 121°C’da 20 dakika
boyunca steril edilir. (pH:5.7)

SOB Medyum Tripton %2, maya oziti %0.5, NaCl 10
mM, KCI 2.5 mM, MgCl; 10 mM ve MgSO,
10 mM karngtirllarak dH20 ile 1 L’ye
tamamlanir ve otoklavlanir.

SOC Medyum SOB medyuma son konsantrasyon 20 mM
olacak  sekilde glikoz  eklenir ve
otoklavlanir.
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Tablo 3.4: Kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri.

COZELTI ICERIK

Soliisyon I 25 mM Tris (pH 8), 10 mM EDTA (pH 8) ,
50 mM glikoz

Soliisyon 11 0.2 N NaOH , %1 SDS

Soliisyon IIT %60 5M Potasyum asetat ,%11.5 Glasiyal
asetik asit

TSS Tamponu PEG (6000 g/mol) %10 DMSO %5 ,
MgCl, 50 mM (pH 6.5)

Infiltrasyon Soliisyonu 50 g/L D-glukoz (10 mL), 500 mM MES

(10 mL), 20 mM NazP04.12H,0 (10 mL,
IM Asetosiringon (10 pL) icerecek sekilde
dH-0 ile 100 mL’ e tamamlanir.
CTAB-Ekstrasyon Tamponu 100mM Tris-HCI (pH 8,0], 20 mM EDTA,
1.4 M NaCl, %0.2 (v/v) p-merkaptoetanol
ve %2 (w/v) CTAB

Stispansiyon Tamponu 1 mM EDTA ve %2 Polivinilalkol igeren
50 mM Potasyum fosfat tamponu, pH 7.8
Soliisyon A 100 mL soliisyon i¢in 1 g Sodyum

bikinkoninik asit (BCA), 2 g Sodyum
karbonat, 0.16 g Sodyum tartarat, 0.4 ¢
NaOH, 0.95 g Sodyum bikarbonat pH
11.25%e ayarlanarak dH,0O ile tamamlanir.

Soliisyon B 0.4 g Bakur siilfat. 5H,O dHO ile 10
mL ye tamamlanir.

BCA Soliisyonu 50 hacim soliisyon A ile 1 hacim soliisyon
B karistirilir.

3.1.7. Kullanilan Kitler

Bu tez ¢alismasinda klonlama calismalarinda kullanilmak {izere izole edilen
plazmitlerin temizlenmesinde kullanilan PCR Temizleme (clean-up) Jel Ekstraksiyon
Kiti (Macherey-Nagel, Almanya), BCA ile protein miktar tayin Kiti (PierceTM BCA
Protein Assay Kit) Thermo Fisher Scientific firmasindan (Waltham, ABD) temin

edilmistir.

3.1.8. Cihazlar

4 °C ve -20 °C Buzdolabi (Argelik), -80 °C derin dondurucu (Thermo, Forma 86
°C ULT Freezer), Steril Kabin (Heraeus, HP48), Masa Ustii Santrifij (VWR,
Microsent 17R), Ultrasantrifiij (Beckman CoulterTM AvantiTM J-301 Centrifuge),
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Masa Ustii Santrifiij (BACKMAN COULTER, Microfuge 22R), Spektrofotometre
(BIORAD, Smartspec 3000), Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, Mini-Sab Cell
CT), Gii¢ kaynag1 (BIO-RAD, PowerPac Basic), Otoklav (HIRAYAMA, HICLA
HVE-50), UV Goriintilleme Cihazi (Vilmer Loumart), Dikey Elektroforez Sistemi
(Bio-Rad Mini-Sab Cell CT), UV Goriintiilleme Cihaz1 (Azure Biosystem, ¢600),
BioSpec-nano (UV1800 Shimadzu/Biotech), pH Metre (Hana Instruments, pH 211
Microprocessor pH Meter), Su banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette), Buz makinesi
(BAR-LINE BF85), Floresans Spektrofotometre (VARIAN, EClipse), UV
Spektrofotometre (Beckman Coulter DU 530), Mikrodalga Firin (Samsung), Jel

Goériintiileme Cihazi (Biorad) , Gebze Teknik Universitesi’nden temin edilmistir.
3.1.9. Kullanilan Kimyasallar

Agar, NaOH, SDS, Tris, EDTA, D (+) Glukoz, Siikroz, CaCl, MgCl,, Mannitol,
B-Merkaptoetanol, hidroklorik asit, fenol, kloroform, izoamilalkol , coomassie brillant
blue R250, magnezyum fosfat, lityum kloriir Merck, ABD firmasindan, Pepton
BactoTM, Almanya firmasindan, NaCl, %84-88 Gliserol, Izopropanol, Agaroz, Triton
X-100 Sigma Aldrich, Almanya firmasindan, Gliserol, KCI, Asetik asit, %99.5 Etanol
Riedel de Haen, ABD firmasindan, MS ve Gelrite Duchefa, Hollanda firmasindan,
ampisilin, Red Safe, TEMED, akrilamid soliisyonu (%40 elektroforez) ise Fisher

BioReagents, ABD firmasmdan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Adaptor Primerlerin Dizaym ve sgRNA ifade Kasetlerinin
pPYLCRISPR Vektoriine Klonlanmas1 ve Agrobacterium’a
Aktarilmasi

3.2.1.1 Adaptér Primerlerin Dizaym (U3-U6) ve SgRNA ifade
Kasetlerinin pYLCRISPR Vektoriine Klonlanmasi

Nicotiana tabacum NtCP6 geninin susturulmas: amaciyla Lee ve arkadaslarinin
gelistirdigi (2018) CRISPR/Cas9 yontemi kullanilmistir. Bu amagla transkripsiyon
baslangi¢ niikleotidi farkli olan promotorlere sahip (U3d ve U6-1) iki SgRNA kaseti

kullanilmigtir. Bu promotor tiplerine gére Cas9 enziminin kesim yapmasi i¢in hedef
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dizide bulunmasi gereken 3’NGG PAM dizisinin taranmasi CRISPR hedef olusturma
yazilimi olan ¢evrimi¢i CRISPOR kullanilarak (http://crispor.tefor.net/crispor.py)
gerceklestirilmistir. Bu programa gore hedef NtCP6 geninin ilk ekzonunun iginde iki
SgRNA (en yiiksek GC kontenti i¢eren ve en diisiik hedef dig1 baglanma bolgesi olan)
hedef dizileri belirlenmistir. Her hedef bolge icin ileri adaptdr primerini (FP)
olusturmak i¢in NtCP6 geninin 5' ucuna (PAM dizisi dahil degil) U3d promotorii i¢in
5'-GTCA-3" ve U6-1 promotorii i¢in ise 5-ATTG-3’ eklenerek ve geri adaptor
primerini (RP) olusturmak i¢in NtCP6 geninin tamamlayict dizisinin 5’ ucuna 5'-

AAAC-3' eklenerek adaptor primerlerin dizayni yapilmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: NtCP6 geni i¢in tasarlanan adaptor primer setleri.

Promotor Oligoniikleotid dizisi5> ——> 3’

NtCP6-U3d | FP:GTCAGAGAGAAAGGTGTTCTTGT
RP:AAACACAAGAACACCTTTCTCTC
NtCP6-U6-1 | FP: ATTGGAGTACAGGTCCATGTACT
RP:AAACAGTACATGGACCTGTACTC

3.2.1.2. E. coli’den Plazmit izolasyonu

E. coli DH5a hiicrelerinden pYLsgRNA-AtU3d/LacZ, pYLsgRNA-AtU6-1 kaset
plazmitleri ve pYLsgRNA/Cas9P plazmitinin izolasyonlar1 Sambrook ve
arkadaglarinin gelistirdigi yonteme uygun olarak yapilmistir [Sambrook et al., 1989].
Plazmitleri iceren E. coli DH5a hiicreleri 100 mL LB besiyerinde 37 °C’da, 200
rpm’de calkalanarak 12-16 saat biiyiitiilmiistiir. Hiicre kiiltiirii, oda sicakliginda 4500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatant uzaklastirilmis ve
her bir hiicre pelleti tizerine 1200 pL soliisyon I eklenerek vortekslenmis ve oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra her bir ependorfta 200’er pL olacak
sekilde paylastirilmigtir. Daha sonra her bir eppendorf tizerine 400 pL soliisyonll
eklenerek dakikada bir karistirilarak 5 dakika buzda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan 300 pL soliisyon III ilave edilip 2 dakikada bir karistirilarak 10 dakika buzda
bekletilmis ve daha sonra 4 °C’da, 14000 rpm’de, 20 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant yeni ependorflara aktarilmis ve {izerine 0.6 hacim izopropanol ilave

edilerek 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmis ve ardindan 25 °C’da, 11000 rpm’de
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30 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet dH>0’da ¢ozlilmiistiir. Cozelti lizerine
RNaz (10 mg/mL) eklenerek 37 °C’ da 30 dakika inkiibe edilmistir.

Elde edilen plazmit, PCR Temizleme (clean-up) Jel Ekstraksiyon Kiti (MN)
kullanilarak saflagtirilmigtir. Plazmit DNA’sinin miktar1 ve safligi absorbans 260
nm’de Olgiilerek belirlenmistir. Bununla birlikte elde edilen plazmitler uygun
restriksiyon enzimleriyle (pYLSgRNA-AtU3d/LacZ kaset plazmiti EcoRI ile
pYLSgRNA-AtU6-1 kaset plazmiti ve pYLsSgRNA/Cas9P plazmiti ise BamHI ile)
kesilmistir ve plazmitlerin varhigit % 0.8 lik agaroz jel elektroforezi ile

goriintiilenenerek dogrulanmistir.

3.2.1.3. sgRNA ifade Kasetlerinin pYLCRISPR Vektoriine
Klonlanmasi

Segilen U3d ve U6-1 promotorleri igeren sgRNA plazmit vektorleri Bsal ile
kesilmis ve c¢ift zincirli hedef adaptdrleri ile ligasyonu saglanmistir. Adaptor primerleri
bir araya getirerek sgRNA ekspresyon kasetleri elde etmek i¢in bir birini takip eden
iki PCR reaksiyonu uygulanmustir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5: sgRNA ekspresyon kasetlerinin hazirlanma stratejisi.
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Hedef adaptorleri iceren plazmit vektoriiniin  Bsal  kesim/ligasyon
reaksiyonunda ¢esitli tiplerde (I-V) tirlinler olusabilir; hedef sekansi olmayan (IV)
veya ¢ift hedef sekansi olan (V) anormal olanlar, muhtemelen asir1 kesim/ ligasyonun
neden oldugu cilali u¢ fragmanlari arasindaki ligasyonla iiretilebilir (Sekil 3.5A).

Her bir kaset i¢in sirasiyla evrensel ileri primer (UF) / adaptore ait geri primer (RP)
ve adaptore ait ileri primer (FP) / evrensel geri primer (gR-R) setleri kullanilarak
birbirini takip eden iki PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilir. Ligasyon sablonunda her
iki reaksiyondaki tip IV iriinlerinin amplifikasyonu yapilamazken, sirasiyla dogru tip
olan 1. reaksiyonda tip Il ve 2. reaksiyonda tip Il diriinlerini tiretmek icin her iki
reaksiyondaki tip V driinlerinin amplifikasyonu yapilabilir (Sekil 3.5B). Tam bir
sgRNA ekspresyon kaseti elde etmek icin i¢ ice gegmis pozisyona 6zgli primerler
kullanilarak ikinci (6rtiisen) PCR yapilir (Sekil 3.5C).

Nested PCR sonucunda olusturulan sgRNA ekspresyon kasetleri, golden gate
reaksiyonu ile pYLCRISPR/Cas9P35S-N plazmitinin i¢ine yerlestirilir.

e sgRNA Ifade Kasetlerinin Hazirlanmasi

Hedef dizileri iceren sgRNA ekspresyon kasetlerini olusturmak i¢in secilen U3d
ve U6-1 promotdrleri iceren sgRNA vektorleri (U3d promotorii igin pYLSgRNA-
AtU3d/LacZ kaset plazmiti ve U6-1 promotorii i¢cin pYLsgRNA-AtU6-1 kaset
plazmiti) Bsal ile kesilmis ve ¢ift zincirli hedef adaptorleri ile ligasyonu saglanmustir.
Bu amagla her bir sgRNA ekspresyon kaseti i¢in enzim kesim/ligasyon reaksiyonu
hazirlanmistir. Reaksiyon toplam hacmi 10 pL olacak sekilde 1 pL 10X CutSmart
tamponu, 20 ng pYLsgRNA plazmit DNA, 0.5 uL hedefadaptor primer karigimi (1:1
oraninda karistirilmistir), 3 U Bsal-HF, 20 U T4 DNA ligaz, 0,5 uL 10XNEB T4
DNA ligaz tamponu ve deionize H2O igermektedir. Daha sonra, enzim
kesim/ligasyon reaksiyonu isitilmis bir kapak kullanilmadan bir termal dongii
cihazinda 37°C' da 5 dakika ve 20°C' da 5 dakika 10 dongii olacak sekilde
gergeklestirilmistir.

e PCR ile Ekspresyon Kasetlerinin Olugturulmasi

Golden gate klonlama igin olusturulan sgRNA ekspresyon kasetleri
pYLCRISPR/Cas9 aktarilmistir (Sekil 3.7). Golden gate klonlama, Tip 11 restriksiyon
enzimleri (Bsal, BsmBI ve Bbsl gibi ) ve T4 DNA ligaz1 kullanilarak birden fazla

insertiin bir vektdr omurgasina hizli ve kesintisiz bir sekilde birlestirilmesi i¢in etkili
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bir yontemdir [Werner et al., 2012]. Ayrica olusturulan son trtin Tip Il restriksiyon
enzimi tanima bolgesine sahip olmadigindan, dogru sekilde baglanan iiriin restriksiyon
enzimi tarafindan tekrar kesilemez, yani reaksiyon geri doniistimsiizdiir [Weber et al.
2011].

Bu amagla hedef genleri iceren adaptorleri bir araya getirerek tam bir SgRNA
ekspresyon kasetlerini elde etmek icin birbirini takip eden iki PCR reaksiyonu
uygulanmigtir.

Birinci PCR reaksiyonunda, her bir sgRNA kaseti i¢in hazirlanan enzim
kesim/ligasyon reaksiyon lriinleri kalip olarak kullanilmistir ve bdlge spesifik
primer g¢iftleri (1. kaset i¢cin UF/U3-RP ve U3F/gR-R, 2. kaset i¢in U6-1-FP/gR-R ve
UF/UB-1RP primer setleri ) (Tablo 3.6 ) ile ¢ogaltilmistir. Toplam reaksiyon hacmi
12.5 uL olacak sekilde reaksiyon, 5X Fiizyon tampon, 2.5 mM dNTP karigimi, 2.5
uM UF/FP, 2.5 uM RP/gR-R primer, 5X Fiizyon polimeraz enzimi, 1/10 oraninda
seyreltilmis enzim kesim/ ligasyon reaksiyonu flirlinleri kullanilarak 28 dongiide
gergeklestirilen PCR reaksiyonunun asamalari soyledir: sirasiyla 95 °C” da 10 saniye,
60 °C’da 15 saniye ve 68 °C’da 20 saniye.

Her iki plazmit i¢in kullanilan bolge spesifik primerler ve bundan sonraki
basamakta tam sgRNA ekspresyon kasetleri elde etmek i¢in kullanilan i¢ ige gegmis

pozisyona uygun primerler Tablo 3.6’da gosterilmistir.

Tablo 3.6: sgRNA ifade kasetlerinin pYLCRISPR vektoriine klonlanmasinda
kullanilan primer setleri.

Gen Oligoniikleotid dizisi 8> —> 3’

Bolge spesifik primerler
U-F CTCCGTTTTACCTGTGGAATCG-3

gR-R | CGGAGGAAAATTCCATCCAC

I¢ ice gecmis pozisyona uygun primerler
Pps TTCAGAGGTCTCTACCGACTAGTATGGAATCGGCAGCAAAGG

Pgs AGCGTGGGTCTCGCTCGACGCGTATCCATCCACTCCAAGCTC
Pps-2 | TTCAGAGGTCTCTCTGACACTGGAATCGGCAGCAAAGG
Pgs-2 | AGCGTGGGTCTCGTCAGGGTCCATCCACTCCAAGCTC

Nested PCR olarak da adlandirilan 2. PCR reaksiyonu tam sgRNA ekspresyon

kasetleri elde etmek icin i¢ ice gegmis pozisyona Ozgli primerler kullanilarak
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gergeklestirilmistir.  Bu amagla, toplam reaksiyon hacmi 50 pL olacak sekilde
reaksiyon 10 pL Fiizyon Polimeraz tamponu, her bir kaset i¢cin hazirlanan 1. PCR
reaksiyon {irtiniinden 1’er uL, evrensel her bir i¢ ige gegmis primerler i¢in 2

uM, 1 pL Fizyon Polimeraz enzimi, 2.5 mM dNTP karisimi ve deonize H20
icermektedir. Reaksiyon isitilmis bir kapak kullanilmadan bir termal dongi
cihazinda 95° C' da 10 saniye, 58 °C' da 15 saniye, 68 °C” da 20 saniye olacak sekilde
22 dongii olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR {irtinleri %1°lik agaroz jel
elektroforezi kullanilarak goriintiillenmis ve PCR dirlinleri saflastirma kiti

kullanilarak saflastirilmistir.

e Golden Gate Klonlama

Nested PCR sonucunda ayr1 ayri olusturulan sgRNA ekspresyon kasetleri,
golden gate reaksiyonu ile pYLCRISPR/Cas9P35S-N plazmitinin igine
yerlestirilmistir (Sekil 3.6). Bu amagcla; toplam reaksiyon hacmi 15 pL olacak
sekilde, 10 x CutSmart tamponu, 100 ng pY LCRISPR/Cas9P35S-N plazmit DNAsi,
20 ng sgRNA kasetleri karisimi (2. PCR iriinleri ), 10 U Bsal-HF, 40 U T4 DNA
ligaz, 10xNEB T4 DNA ligaz tamponu and deionize H>O igeren bir enzim
kesim/ligasyon reaksiyonu hazirlanmistir. Enzim kesim/ligasyon reaksiyonu
1isitilmis bir kapak kullanilmadan bir termal dongii cihazinda 37 °C' da 10 dakika, 10
°C' da 5 dakika, 20°C’ da 5 dakika olacak sekilde 3 dongii ve 37 °C' da 3 dakika ve
10 °C' da 5 dakika, 20 °C’ da 5 dakika olacak sekilde 3 dongii olarak
gergeklestirilmistir. Coklu sgRNA ekspresyon kaseti igeren ligasyon triinii direk

olarak E. coli DH5a kompeten hiicrelerine transforme etmek igin kullanilmustir.
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UF Pps 11;_13.1: Pgs-1 Ua-F
i - ,

— +— PgsgR-
Pps-2 US-R

PYLCRISPR/Cas9P35s-N
(16.211 b )

pV5l replicon

LB
Kan R pBR322 ori pBR322 born

Sekil 3.6: Golden gate klonlama.

3.2.1.4. pYLCRISPR Vektoriiniin E. coli DHS5a Hiicrelerine
Transformasyonu

E. coli DH5a hiicrelerin kompetan hale getirilmesi ve transformasyonu igin
Chung ve arkadaslar1 (1989) tarafindan gelistirilen yontem kullanilmistir. E. coli
DHS5a hiicreleri 5 mL LB’de 37 °C, 200 rpm’de gece boyunca biiyiitiilmiistiir. Ertesi
giin bu kiiltlirden alinan 100 pL’lik hiicreler 10 mL’lik taze LB’ye aktarilmis ve 37 °C,
200 rpm’de optik yogunlugu 600 nm dalga boyunda 0.4’¢ gelene kadar inkiibe
edilmistir. Kiiltiir istenilen OD’ye gelince +4 °C’ da 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen pellet hacminin %10’u kadar TSS
eklenerek pellet buz i¢inde nazikge ¢oziildiikten sonra hiicreler kullanilmak tizere -80
°C’ da saklanmustir.

Transformasyon i¢in hazirlanan 100 pL E. coli DH5a kompetan hiicrelerine 4
pL ligasyon reaksiyonu ilave edilmistir. Pozitif kontrol olarak halkasal plazmit, negatif

kontrol i¢in de restriksiyon enzimleri ile kesilmis dogrusal plazmit kompetan hiicrelere
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eklenmistir. Karigim buzda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 42 °C’ da 45 saniye 1s1
soku uygulanmis, hemen ardindan buzda 2 dakika bekletilmistir. 900 uL SOC
medyum eklendikten sonra hiicreler 37 °C’ da, 200 rpm’de 1,5 saat inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler 100 pg/mL kanamisin iceren LB-
agar besiyerine yayilmis ve 37 °C” da gece boyunca inkiibe edilmistir Ertesi giin olas1
rekombinant kolonilerden alinan 6rnekler numaralandirilarak, 100 pg/mL kanamisin
LB kat1 besiyerine ekilmistir.

Transformasyon sonucunda olusan olasi1 rekombinant hiicrelerin dogrulugu
koloni PCR ile ispatlanmistir. Segilen her bir koloniden steril kiirdan yardimiyla
alinan ornekler toplam reaksiyon hacmi 10 pL olacak sekilde; 5X Taq polimeraz
tamponu, 0.4U Taq polimeraz enzimi, 2 Mm dNTP karigimi, 0.15 pM primer igeren
PCR karisimina katilarak kalip DNA olarak kullanilmistir. Primer olarak
birlestirilmis tam sgRNA kasetinin varligini belirleyen primer ¢iftleri kullanilmigtir
(Pps FP ve U3 RP, U3 FP ve U6 RP, U6 FP ve U6 RP) (Sekil 4.3). PCR reaksiyonu,
denatiirasyon igin 98 °C'da 10 saniye, primer baglanmasi igin 55 °C’ da 30 saniye
ve polimerasyon i¢in 72 °C’ da 2 dakika olacak sekilde 30 dongiide
gergeklestirilmistir. Reaksiyon, baglangigta 98 °C’ da 2 dakika denatiirasyon ile
baslatilmig ve 72 °C' da 5 dakika ek bir polimerasyon ile gergeklestirilmistir.
Reaksiyon sonucu elde edilen PCR iriinleri % 0.8’lik agaroz jele yiiklenmis
molekiiler DNA belirteci ile karsilastirilarak goriintiilenmistir.

Rekombinant koloniler ortaminda gelistirildikten sonra her birinden Sambrook
ve arkadaglarnin (1989) gelistirdigi yonteme uygun olarak plazmit izolasyonu
yapilmistir. izole edilen rekombinant plazmitlerin analizi, uygun restriksiyon
endoniikleazlar ile kesilerek yapilmistir. Kesim reaksiyonlar1 sona erdikten sonra
reaksiyon karisimi % 0.8 lik agaroz jele molekiiler DNA belirteci varliginda yiiklenip

kesinlestirilmistir.
3.2.1.5. Agrobacterium EHA105 Hiicrelerine Transformasyonu

Hedef dizileri iceren pYLCRISPR/Cas9 plazmitleri, Lee ve arkadaslarinin
gelistirdigi yontem kullanilarak (2018) A. tumefaciens EHA105 kompetan hiicrelerine

transforme edilmistir. A. tumefaciens EHA105 kompetan hiicreleri 6ncesinde Chung

ve arkadaslar1 (1989) tarafindan Onerilen yonteme uygun olarak hazirlanmustir.
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Transformasyon i¢in buzda sogutulmus 1.5 mL’lik ependorf tiiplere yeni hazirlanan
100 uL A. tumefaciens EHA105 kompetan hiicreleri konulmus ve kompetan hiicrelere
0.5-1.0 pg plazmid DNA eklenip tiipe hafif¢e karigtirilmigtir. Tiipler sivi nitrojen
icinde dondurulup daha sonra 37 °C su banyosunda 5 dk inkiibe edilmistir. Her tiipe 1
mL LB eklenip ve 30 °C' da 200 rpm’de yaklasik 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
tiipler 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip ve 1 mL LB siipernatant atilarak elde
edilen pelet kalan 100 puL. LB ile siispanse edilmistir. Coziilmiis her bir drnekteki
hiicrelerin tamami1 plazmite ait se¢ici antibiyotik (100 mg/L kanamisin) ve EHA105
susuna ait segici antibiyotik (30 mg/L gentamisin) ilave edilmis LB agar petrilere
yayilmis ve iki giin 30°C' da inkiibe edilmistir.

Daha sonra pozitif koloniler gen spesifik U3F ve U6R (Sekil 4.3 ) kullanilarak
koloni PCR ile se¢ilmistir. Secilen her bir koloniden steril kiirdan yardimiyla alinan
ornekler, toplam reaksiyon hacmi 20 uL olacak sekilde; 10 X Taqg polimeraz
tamponu, 2.5 U Tag polimeraz enzimi, 2 Mm dNTP karisimi, 25 mM MgCly, 10 uM
ileri ve geri primer igeren PCR karigimina katilarak kalip DNA olarak kullanilmistir.
PCR reaksiyonu, denatiirasyon i¢cin 94°C’ da 30 saniye, primer baglanmasi i¢in
50°C’ da 30 saniye ve polimerasyon igin 72 °C’da 1 dakika olacak sekilde 25
donglide gergeklestirilmistir. Reaksiyon, baslangigta 95 °C’ da 3 dakika.
denatiirasyon ile baslatilmis ve 72 °C’ da 5 dakika ek bir polimerasyon ile
gerceklestirilmistir.

Elde edilen PCR iiriinleri % 0.8’lik agaroz jel elektroforezi kullanilarak
goriintiilenmistir. Genin varlig1 dogrulanan kolonilere ait gliserol stoklar hazirlanmis

ve tlitlin transformasyonunda kullanilmak iizere -80 °C’da saklanmuistir.

3.2.2. Bakteriyel Nitrorediiktaz Geni Aktarilmis Transgenik Tiitiin
Bitkilerinin Eldesi ve Transformasyonu

Transgenik oldugu saptanan tiitin (Nicotiana tabacum cv. Samsun)
tohumlarinin  (TR3-4) ylizey sterilizasyonu yapilarak c¢imlenme i¢in yar1 kati
Murashige ve Skoog (MS, 1962) besi ortamima aktarilmistir. Tohumlarin yiizey
sterilizasyonu, 20 dakika boyunca %30 sodyum hipoklorit uygulanilarak yapilmustir.
Ug kez steril dH-O ile durulanan steril tohumlar, 1 gece karanlikta 4 °C’ da tutulduktan
sonra ¢imlenme icin yari katt MS besi ortamma aktarilmistir. Calisma boyunca

bitkiler, 24+2 °C” da 300 pmol/m?s floresan 1s131nda, ve 16/8 sa (aydmnlik/karanlk)
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foto periyodu kosullarina sahip bitki biliyilitme odasinda kiiltiirlenmistir.
Transformasyon denemelerinde eksplant kaynagi olarak, nitrorediiktaz geni (Ssap-
NtrB) aktarilmig transgenik T2 TR3-4 tohumlarindan gelisen ve MS besi ortaminda
diizenli olarak 3 haftada bir alt kiiltiirlenerek mikrocogaltimi yapilan tiitiinlerin
yapraklar1 kullanilmigtir.

Infiltrasyon bazh bir yontemden [Sparkes et al., 2019 ] uyarlanan yaprak diski
transformasyon metoduna uygun olarak transgenik oldugu bilinen tiitiin bitkilerine
Agrobacterium araciligiyla aktarim gerceklesmistir.

PYLCRISPR/Cas9 plazmidini tastyan Agrobacterium gece boyu kanamisin (100
mg/L) ve gentamisin (30 mg/L) i¢eren LB siv1 besiyerinde 28 °C’ da 240 rpm’ de
calkalanarak  inkiibasyona  birakilmistir.  Hiicrelerin  biiyiime  miktarlar1
spektrofotometre ile 600 nm’de Sl¢iimii yapilarak takip edilmistir. Kiiltiiriin OD600
degeri 0.6’ ya ulastiginda bakteriler oda sicakliginda 3000 g’de 10 dakika santrifiij
uygulanarak ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij sonrasi 6rneklerin siipernatantlar1 uzaklastirilip
kalan bakteri peleti 25 mL infiltrasyon ortamu ile ¢Oziilmiistiir. Orta damarlar1 ve
kenarlar1 MS iginde kesilen yapraklarin yiizeyindeki mumsu tabaka bir bistiiri ucu ile
hafifce uzaklastirildiktan sonra yapraklar 1-2 cm?’lik parcalara (yaprak diski)
bo linmiistiir.

Kontrol grubu eksplantlar bakteri icermeyen infiltrasyon ortamu ile; transforme
edilen eksplantlar ise Agrobacterium igeren infiltrasyon ortami ile hafifce
calkalanarak, 20 dakika oda sicakliginda muamele edilmistir. Steril filtre kagid1 ile s1v1
fazlas1 alman eksplantlar, yiizeyleri besiyerine degecek sekilde 1 mg/LL BAP
(benzilaminopiirin), 0.1 mg/L NAA (naftelenasetik asit) igeren yar1 kat1 MS ortamina
aktarilip 3 giin karanlkta tutulmustur. Ug giin sonrasmda yaprak diskleri,
Agrobacterium eliminasyonunu ve dolayli organogenezi saglayacak olan segici yari-
kat1 MS besiyerine (1 mg/L BAP, 0.1 mg/L NAA ve 100 mg/L kanamisin) alimmustr.

Belirlenen kanamisin konsantrasyonu, Bakhsh ve arkadaslarmin yaptigi calisma
(2018) referans alinarak, mutant bitkilerin yasayabilecegi ancak kontrol tiitiin bitkileri
i¢in toksik olan 100 pg/ml kanamisin konsantrasyonu olarak belirlenmistir [Bakhsh et
al., 2018].

Transformasyon sonrasi segici MS besiyerinde kiiltiirlenen yaprak disklerinden
elde edilen mikrogdvdeler, kalluslara tutunma bdlgelerinden kesilerek, koklendirilmek
lizere bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen, segici MS besiyerine (100 mg/L

kanamisin) aktarilmistir. Biiyliyen ve koklenen mutant adayr govdeler 2 kez daha
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secici MS besiyerinde alt kiiltiirlendikten sonra, molekiiler analizler i¢cin kesilen

yaprak ornekleri -80 °C’ da muhafaza edilmistir.

3.2.3. Transgenik Mutant Adayi Tiitiin Bitkilerinin Molekiiler Analizi

Aday bitkilerde NtCP6 geninin mutasyona ugradigini dogrulamak amaciyla -80
°C’da korunan yapraklardan izole edilen genomik DNA (gDNA) kullanilarak toplam
reaksiyon hacmi 40 pL olacak sekilde; 10X Taq polimeraz tamponu, 0.4U Taq
polimeraz enzimi, 2 Mm dNTP karisimi, 2.5Mm Mg*2, 10 uM primer ve ddH,0
icermektedir. Primer olarak hedef sgRNA lar1 igerecek sekilde tasarlanan sistein
proteaz gen spesifik NtCP-F (5> TCTCCACCTTATCTTCCGCTTC 3’ )ve NtCP-R
(5’CCCCACACTATTGACATGAGAGT 3’) primer ¢iftleri kullanilmistir. PCR
reaksiyonu, denatiirasyon igin 94 °C'da 30 saniye, primer baglanmasi i¢in 55 °C’ da
30 saniye ve polimerasyon i¢in 72 °C’ da 1 dakika olacak sekilde 30 dongiide
gercgeklestirilmistir. Reaksiyon, baglangigta 98 °C’ da 2 dakika denatiirasyon ile
baslatilmis ve 72 °C' da 5 dakika ek bir polimerasyon ile gerceklestirilmistir.
Yapraklardan DNA izole etmek iizere kullanilan tiim soliisyonlar, cam ve plastik
malzelemeler DNaz’larm etkisini uzaklastrmak amaciyla 121 °C’ da 20 dakika
otoklavlanmuistir.

Transgenik mutant adayr bitki yapraklarmdan gDNA izolasyonu, optimize
edilmis Dooley ve Dooley in setil trimetil-amonyum bromid (CTAB) protokolii (1987)
kullanilarak yapilmistir. Bu protokol dogrultusunda oncelikle -80 °C’dan alinan 50 mg
yapraklar homojenize edilmis ve Ornekler 6dnceden sogutulmus ependorf tiiplerde
toplanmistir. Orneklerin iizerine 600’ er uL dnceden 1sitilmis ekstraksiyon tamponu
[100mM Tris-HCI (pH 8.0], 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl, %0.2 (v/v) B-merkaptoetanol
ve %2 (w/v) CTAB] ve 5 mg PVP eklenip hafifce karistirilmistir. Daha sonra karigim
60°C’da sirkiilasyonlu su banyosunda 20 dakika inkiibe edilip 5 dakika da oda
sicakliginda bekletilmistir. Karigimlara 600 pL kloroform/oktanol (24:1, v/v)
eklenmis, 20-25 defa hizli bir sekilde karistirilmistir ve sonrasinda 13000 rpm’de 5
dakika santrifiij uygulanmistir. En tistteki DNA fazi yeni bir tiipe alinip iizerine 1/2
hacimde 5 M NaCl ilave edilip iyice karigmasi saglanmistir. Akabinde esit hacimde
onceden sogutulmus EtOH eklenmistir. Tiipler birka¢ kez nazikce alt st edildikten

sonra -20°C’ da 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Dondurucudan alman ornekler
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4°C, 3000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantlar uzaklastirilmis ve
DNA peletleri, 1 mL %76 (v/v) etanol ile yikanmistir. DNA peletleri kurutulmak tizere
oda sicakliginda bir siire inkiibasyona birakildiktan sonra steril su ile ¢ozlilmiistiir.
DNA’nin saflastirilmasi i¢in DNA iizerine son derisimi 0.1 pg/mL olan Rnaz A
eklenip 37°C’ da 45 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan son derisimi 0.01 mg/mL
Proteinaz K ilave edilip 37°C’da 30 dakika inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyonun
ardindan, esit hacimde kloroform/oktanol ilave edilip 20-25 defa hizlica ¢alkalanmis
ve 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Olusan iist faz yeni bir tiipe aktarilmig
ve lizerine 1/2 hacimde 5 M NaCl ilave edilip karistirildiktan sonra esit hacimde soguk
%95 lik EtOH eklenmistir. DNA iplik¢ikleri belirlenene kadar +4 °C’da inkiibasyona
brrakilmistir. Ornekler 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra ve siipernatant
uzaklastiriip ve DNA peletleri %76 (v/v) etanol ile yikanmistir. Etanol
uzaklastirildiktan, peletin kurumasi ve fazla olan etanoliin uzaklastirilmasi i¢in tiipler
37 °C de inkiibe edilmistir. Elde edilen DNA peletleri 50 pL steril suda ¢oziildiikten
sonra kullanilmak {izere -20°C” da saklanmustir.

Mutant aday1 transgenik bitkilerden izole edilen gDNA’larm derisimi
Nanodrop cihaz1 ile 6lgiilmiis ve DNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile
belirlenmistir. Aday bitkilerde NtCP6 geninin mutasyona ugradigini dogrulamak
amaciyla yukarida belirtilen reaksiyon karisim ve kosullarda PCR reaksiyonu
gerceklestirilmis ve elde edilen PCR iiriinii dizileme yapilmak iizere BMLabosis

firmasma gonderilecektir.

47



4. SONUCLAR

4.1. E. coli’den Plazmit izolasyonu

Klonlama deneylerinde kullanilacak olan pYLsgRNA-AtU3d/LacZ kaset
plazmiti, pYLSgRNA-AtU6-1 kaset plazmiti ve pYLSgRNA/Cas9OP plazmiti bu
plazmitleri igeren E. coli DH5a hiicrelerinden izole edilmistir. Elde edilen plamitler
uygun restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek dogrusal hale getirilmis ve agaroz jel
elektroforezde goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiilere gore plazmitler beklenen
boyutlarda gézlemlenmistir; pYLSgRNA-AtU3d/LacZ ve pYLsgRNA-AtU6-1 kaset
plazmitleri 3146 b¢ uzunlugunda, pYLsgRNA/Cas9P plazmiti 16.211 bg

uzunlugundadir.

23130 g —P
lé.llllg'c

4361 b5 —p
3146 5c

Sekil 4.1: izole edilen plazmitlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii. M Lamda

DNA/Hind3 DNA belirteci.1 EcoR1 ile kesilen pYLsgRNA-AtU3d/LacZ kaset

plazmiti, 2. BamH1 ile kesilen pYLsgRNA-AtU6-1 kaset plazmiti, 3. BamHL1 ile
kesilen pYLsgRNA/Cas9P plazmiti.

4.2. SgRNA ifade Kasetlerinin pYLCRISPR Vektoriine
Klonlanmasi

Hedef sekanslar1 igeren sgRNA ekspresyon kasetleri olusturmak amaciyla
se¢ilen U3d ve/veya U6-1 promotorleri SgRNA plazmit vektorleri Bsal ile kesilmis ve
cift zincirli hedef adaptorleri ile birlestirilmistir. Ayr1 ayri1 olusturulan SgRNA
ekspresyon kasetleri birbirini takip eden iki PCR reaksiyonu ile elde edilmistir. Birinci

PCR’da hedef-sgRNA ekspresyon kasetleri kalip olarak kullanilarak sirasiyla 1.kaset
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icin pYLSgRNA-AtU3d/LacZ kaset plazmitine 6zgii evrensel U-F ileri primer ve
hedefe 6zgii U3-R geri primerler ve U3-F ileri primer ile gR-R geri primer ciftleri, 2.
kaset i¢in hedef 6zgili U6-F ileri ve pYLsgRNA-AtUG6-1 kaset plazmitine 6zgii evrensel
gR-R geri primerler ve UF ileri primer ile U6-1R geri primer ¢iftleri kullanilarak hedef
iceren kasetler cogaltilmistir.

Ayr1 ayri elde edilen 1. PCR iriinleri i¢ ige gegmis pozisyona 6zgii primerler
(Pps/Pgs-2 ve Pps-2/Pgs) kullanilarak sgRNA ekspresyon kaseti olusturmak igin
kullanilmistir. Elde edilen nested PCR iirlinler1 agaroz jel electroforezinde
goriintiilenmistir. Elde edilen jel goriintiisiine gére hedef bolge iceren sgRNA plasmit
kasetleri beklenilen biiyiikliikkte, AtU3d-sgRNA i¢in ~486 b¢ uzunlugunda ve AtUG-
1-sgRNA i¢in ~487 bg¢ uzunlugunda gézlemlenmistir (Sekil 4.3).

nss,

Sekil 4.2: Nested PCR sonucu.
1. PCR irtnleri M. 1 kb molekiiler DNA belirteci,
1. pYLsgRNA-AtU3d/LacZ kaseti, 2. pYLsgRNA-AtU6-1kaseti.

Dogrulanan PCR iiriinleri saflagtirma kiti kullanilarak saflastirilmis ve golden
gate klonlama i¢in kullanilmistir. Bu amagla 2. PCR ile elde edilen sgRNA
ekspresyon kasetleri Bsal-kesim/ligasyon reaksiyonu ile pYLCRISPR/Cas9P35S-N
plazmitinin i¢ine yerlestirilmistir. Elde edilen ligasyon iiriinii ¢ogaltilmak tizere E.

Coli DH5a hiicrelerine trasforme edilmistir.
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4.3. pPYLCRISPR Vektoriiniin E. Coli DH5a Hiicrelerine
Transformasyonu

Transformasyon sonucunda olas1 30 koloni gézlemlenmistir. Olas1 rekombinant
kolonilerden 5 tanesi segilerek dogrulugu koloni PCR ile ispatlanmistir. Bu amacla her
bir koloni i¢in iki ayr1 kasetin golden gate klonlama plazmitinin i¢indeki kasetlerin
varligini belirleyecek primer ¢iftleri segilmistir. Bu primer ¢iftlerinden Pps F ve U3-
R primer ¢ifti 366 b¢ uzunlugunda olmasi beklenen 1. Kaset, U6-F ve U6-R primer
¢ifti 260 b¢ uzunlugunda olmas1 beklenen 2. Kaset ve U3-F ve U6-R primer ¢ifti 470
b¢ uzunlugunda olmasi beklenen 1. Ve 2. Kaseti igeren tam kasetin varligini

belirlemek i¢in kullanilmistir (Sekil 4.3).

UF Pps 1 U3-F Us-F

U3R U6-R

Pgs gsR-R

S SO . C GCCTTGACATTGTAGGACTATATT
GCTCTAATAAAGGAGGCAGCTATGCTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCG
TTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGE
ACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCTAAATAAGCTTATGATITCTTTTTICTTAC
GAATTTTGCGTCCCACATCGGTAAGCGAGTGAAGAAATAACTGCTTTATATATGGCTACAAAGCACC

ATTCGTCAGAGAGAAAGGTGTICTTGT

TITTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTA
TCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTITITICAAGAGCTTGGAGTGGATGGINNNNNNNCGA
GACCCACGCAAGAAATCTCAAAATTCCGGCAGAACAATTTTGAATCTCGATCCGTAGAAACGAGACGG
TCATTGTITTAGTTCCACCACGATTATATITGAAATTTACGTGAGTGTGAGTGAGACTTGCATAAGAAA
ATAAAATCTITAGTTGGGAAAAAATTCAATAATATAAATGGGCTTGAGAAGGAAGCGAGGGATAGGC
CTTTTICTAAAATAGGCCCATTTAAGCTATTAACAATCTTICAAAAGTACCACAGCGCTTAGGTAAAGAA
AGCAGCTGAGTTTATATATGGTTAGAGACGAAGTAGTGATTGGAGTACAGGTCCATGTACT

Sekil 4.3: Ekspresyon kasetleri koloni PCR primer haritas.

Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir (Sekil
4.4). Elde edilen jel goriintiilerine gore segilen 5 koloniden (Sekil 4.4 kuyu no 1-3 1.
Koloni, kuyu no 4-5 2. Koloni, kuyu no 6-8 3. Koloni, kuyu no 9-11 4. Koloni ve kuyu
no 12-14 5. Koloni) 3 farkli primer cifti ile yapilan koloni PCR sonucuna gore
rekombinant oldugu belirlenen 3.koloni (Sekil 4.4 kuyu no 6 (~470 bg uzunlugunda)
kuyu no 7 (~366 b¢ uzunlugunda) kuyu no 8 (~260 b¢ uzunlugunda)) pozitif sonug
vermistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere bu rekombinant koloniden

plazmit izolasyonu yapilmistir.
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470 bg

Sekil 4.4: E. Coli DH5a transformantlarimim koloni PCR sonucu. M. 1 kb
molekiiler DNA belirteci 2., 6., 9. Ve 14. U3-F/U6-R primer ¢ifti ile, 1.,4.,7.,10.
Ve 13. Pps/ U3-R primer ¢ifti ile, 3.,5.,8.,11. Ve 12. U6-F/ U6-R primer ¢ifti ile.

4.4. Agrobacterium EHAL05 Hiicrelerine Transformasyonu

E. coli’den elde edilen rekombinant plazmit, tiitiin bitkisine aktarilmak iizere
Agrobacterium EHA105 hiicrelerine transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi
inkiibasyona birakilan Petrilerde gézlenen olasi rekombinant kolonilerden 2 tanesi
secilerek, tam sgRNA kasetini igeren plazmitin varligini belirlemek amaciyla U3-F ve
U6-R kullanilarak koloni PCR yapilmistir. Elde edilen PCR f{iriinleri agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenmistir (Sekil 4.5). Jel goriintiisiine gore segilen her iki
koloni PCR iiriiniiniin tam kasetin varligini1 gésteren ~470 b¢ uzunlugunda oldugu
belirlenmistir. Rekombinant oldugu dogrulanan koloniler biiyiitiilerek tiitiin bitkisine

aktarilmak tizere saklanmustir.
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Sekil 4.5: Agrobacterium EHAL05 transformatlarinin koloni PCR sonucu. M. 1 Kb
molekiiler DNA belirteci, 1. Birinci koloni ve U3FP/U6RP ile yapilan PCR ve 2.
ikinci koloni ve U3FP/U6RP ile yapilan PCR.

4.5. Bakteriyel Nitrorediiktaz Geni Aktarilmis Transgenik
Tiitiin  Bitkilerinin Rekombinant Agrobacterium ile
Transformasyonu

Tam sgRNA casetini igeren pYLCRISPR/Cas9 plazmiti tasiyan Agrobacterium
EHA105 infiltrasyon bazli trasformasyon ile nitrorediiktaz geni aktarilmis transgenik
tiitlin yapraklarma aktarilmistir. Transforme edilen bitki yapraklar1 segici yar1 kat1 MS
besiyerinde in vitro kosullarda 4 hafta kiiltiirlenmis ve transgenik tiitiin yaprak

disklerinde mikro govde olusumlar1 gézlenmistir (Sekil 4.6 ).

Sekil 4.6: Transgenik tiitlin yaprak disklerinin transformasyon sonrasi in vitro
kosullarda 4 hafta kiiltiirlenmesi sonucunda olusan rejenerasyon. A)Pozitif kontrol.
Agrobakterium ile muamele edilmemis yar1 kat1 MS besiyerinde kiiltiirlenen
transgenik tiitiin yapraklari. B) Negatif kontrol. Agrobacterium ile muamele
edilmemis secici yar1 kat1 MS besiyerinde kiiltiirlenen transgenik tiitiin yapraklari. C)

52



Agrobakterium ile muamele edilmis segici yar1 kat1 MS besiyerinde kiiltiirlenen
transgenik tiitiin yapraklar1.

Olusan mikrogovdeler, kalluslara tutunma bdlgelerinden kesilerek,
koklendirilmek iizere bitki bliylime diizenleyicisi igermeyen, segici MS besiyerine
(100 mg/L kanamisin) aktarilmis ve in vitro kosullarda 60 giin boyunca
kiiltiirlenmistir. Bu siire sonunda gelisen bitkiler fotograflanip fizyolojik Olgiimleri
yapilmistir (Sekil 4.7).

Olgiimler sonucu NtCP6 geni susturulmus mutant tiitiin bitkilerinin kontrol ile
karsilastirildiginda govde olusumu gozlenirken kok gelisimi gozlenmemistir. Bununla
birlikte mutant bitkilerde govde gelisiminin yaklasik 7 kat daha az oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.1).

Sekil 4.7: Transgenik tiitiin mikro gdvdelerinin in vitro kosullarda 60 giin
kiiltiirii sonras1 elde edilen proliferasyon. A) NtCP6 geni susturulmus mutant tiitiin
bitkisi. B) Kontrol. NtCP6 geni susturulmamus transgenik tiitiin bitkisi. Bar:1 cm
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Tablo 4.1: Transgenik tiitiin mikro gévdelerinin in vitro kosullarda 60 giin
kiiltiirli sonrasi elde edilen proliferasyon.

*Kok *Govde
Uzunlugu | Uzunlugu | Kok/Govde

(cm) (cm)
Kontrol 5.4+ 11.8+ 0.46=+
Mutant titiin 0 1.7+ 0

bitkisi

*15 adet tiitiin bitkisinin ortalama degerleri alinmistir.

4.6 Transgenik Mutant Aday: Tiitiin Bitkilerinin Molekiiler
Analizi

Biiyliyen ve koklenen mutant aday1r gévdelerden elde edilen yapraklardan
genomik DNA (gDNA) izolasyonu CTAB metodu ile yapilmistir. Elde edilen
gDNA’larin derisimi Nanodrop cihazi ile 6l¢iilmiis ve DNA’larin kalitesi agaroz jel

elektroforezi ile belirlenmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8: gDNA izolasyonu.
M. 1 Kb molekiiler DNA belirteci, 1., 2., 3., 4., 5., 6. Ve 7. Mutant adayi bitkilerden
elde edilen gDNA 6rnekleri.

7 ayr1 aday bitkiden elde edilen gDNA dan kalitesi yiiksek olan 2 tanesi se¢ilmis

ve molekiiler analizler i¢in kullanilmak tizere -20 °C’da saklanmustir. Aday bitkilerde
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NtCP6 geninin mutasyona ugradigimi dogrulamak amaciyla yapraklardan izole edilen
gDNA kalip olarak kullanilmig ve hedef sgRNA lar1 igerecek sekilde tasarlanan
sistein proteaz gen spesifik NtCP-F/NtCP-R primer ciftleri kullanilarak PCR
reaksiyonlart gergeklestirilmistir. Optimizasyon ¢alismalarma ragmen PCR
reaksiyonu bagarili olamamistir. Cok kez yapilan denemelerin ardindan daha 6nce
transgenik tiitiin bitkilerinin molekiiler analizi ¢aligmalarinda kullanilan primer
ciftleri kontrol grubu olarak kullanilip yapilan son PCR reaksiyonu sonucunda elde
edilen irlinler agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir (Sekil 4.9). Sonuglar
kargilastirildiginda NtCP-F/NtCP-R primer c¢iftlerinin sentezlenme asamasinda
hatali oldugunu goéstermektedir. Primer ciftlerinin yeniden siparis verilmesi ve
deneylerin tekrarlanmas1 gerekmektedir. Covid-19 pandemi siireci her seyde oldugu
gibi laboratuvar ¢alismalarini da olumsuz etkilemistir. Bu nedenle daha ileri ki

calismalarda devam etmek iizere yiiksek lisans tezi bu asamada bitirilmistir.

Sekil 4.9: PCR sonucu.
M. 1 Kb molekiiler DNA belirteci, 1. NtCP-F/NtCP-R primer ¢iftleri ile 2. Kontrol
primer ciftleri ile.
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5. TARTISMA

Endiistriyel ve askeri faaliyetler sonucu cevreye yayilan nitroaromatik
kirleticiler, dogay1 ve bircok canliy1 tehdit etmektedir. Ozellikle, plastikler, ¢oziiciiler
ve ilaclarin sentezinde nitroaromatik Kkirleticiler yan iiriin ve/veya artik olarak
iiretilmektedir. Ilaveten, askeri amagh kullamilan 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) gibi cesitli
nitroaromatiklerin bilesenleri, kullanildiklar1 alanlardaki topraktan kanalizasyona
karigarak yiizey ve yeralt: sularma gegebilmektedir. Patlayicilarin temizlenmesinde
kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemler masrafli olup, kirleticinin ortadan tamamen
kaldirilmast acisindan yetersiz kalmaktadir. Son yillarda, mikroorganizmalarin
dontstiiriici.  (biyotransformasyon) yeteneklerinin  kullanilmaktadir. Bu
mikroorganizmalar, sahip olduklar1 nitrorediiktaz enzimleri ile nitroaromatik
bilesenleri sinirli miktarda indirgeyebilmekte ve olusan {iriinleri azot kaynagi olarak
kullanmaktadir. Bu sekilde in situ biyoremediasyon, kirli topragin ex situ yontemlerde
oldugu gibi toplanip tasinmasmi gerektirmedigi icin masrafi goreceli olarak diistik,
daha hizl1 ve kolay bir yontemdir. Ancak, cevresel etkenlerle siirekli ve dogrudan
iligkili olmas1 bu yontemi iklimsel yonden sinirlamaktadir.

Gilintimiizde diger bir yontem olarak bitkilerin kullanildig1 fitoremediasyon,
yiiksek konsantrasyonlarda ve genis alanlardaki kirleticinin temizlenmesi ve toplum
tarafindan kabul gérmesi ile 6ne ¢ikmaktadir. Fakat, tek bagina bitkilerin kullanima,
bitkilerin nitroaromatikleri biinyelerine aldig1 ve bu kirleticilerin toksik etkilerini
tolere edemedigi durumlarda stireklilik gosterememektedir. Ayrica nitroaromatiklerin
ayrismadan ya da kismi ayrisarak bitki dokularinda birikmesi, kirleticilerin yeniden
besin zincirine karisma riskini dogurmaktadirr. Bu durum, bakterilerin
biyodegredasyon 0Ozelligini tasiyan transgenik bitkilerin gelistirilmesi fikrini
dogurmustur. Bakteriyel genleri eksprese eden bitkilerin fitoremediasyon kapasitesi,
yaban tipi bitkilerden daha yiiksektir. Ciinkii transgenik hatlar, nitroaromatiklerin
toksik etkilerine karst daha direnclidirler, daha yiiksek miktarda patlayiciy
biinyelerine alabilir ve daha etkin sekilde degrade edebilirler. Rekombinant protein
iretimi igin basta tiitiin olmak tizere bitkiler ekonomik bir alternatif olarak ortaya
cikmasma ragmen, diisiik rekombinant protein birikimi bitkilerin ticari bir protein
iretim platformu olarak kullanimini smirlamaktadir. Diigiik iiretimin sebeplerin en
basinda, proteazlar tarafindan yabanci olarak algilanan rekombinant proteinlerin

yikimi gelmektedir.
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Diger tiim organizmalarda oldugu gibi, bitkiler de fonksiyonel olmayan
proteinleri amino asitlere indirgemek icin proteazlar kullanir. Ancak proteazlar bu
temizlik fonksiyonundan daha fazlasina sahiptir. Proteazlar ayni zamanda Kilit
diizenleyicilerdir. Diger proteinlerin kaderini geri donisiimsiiz bir sekilde
belirleyerek, gelisimsel ve ¢evresel ipuglarina yanit olarak farkl siiregleri diizenlerler.
Bu uygulama, protein spesifikligini korur ve aktivitelerini hem zaman hem de
mekanda sik1 bir sekilde diizenler [van der Hornn, 2008]. Bitkilerde gerceklesen
proteoliz, ¢esitli hiicresel bolmelerde bircok enzimi ve ¢ok yonlii proteolitik yollar:
iceren karmasik bir siirectir. Bir enzim grubu olan sistein proteazlar1 da bu siiregte
onemli bir rol oynamaktadir.

Papain benzeri sistein proteazlar1 viriis [Rawlings et al., 1992], bakteriler
[Kantyka et al., 2011], maya [Enenkel and Wolf, 1993], protozoa, bitkiler ve hayvanlar
(Rawlings et al., 2010; Novinec and Lenarcic, 2013] dahil olmak fiizere bir¢ok
organizmada bulunur. Swrasiyla Arabidopsis, kaucuk, manyok, hint, kavak ve asmada
tanimlanmis olan papain benzeri sistein proteaz genleri 31, 43, 40, 26, 40 ve 24
multigenik biiylik bir familyaya aittir [Martinez and Diaz, 2008; Zou et al., 2017b].
Bir¢ok proseste yer alan bitki papain benzeri sistein proteazlarinin biiyiik ¢ogunlugu
son yillarda, karakterize edilmistir. Bu enzim grubunun biiyiime ve gelisme, tohum
c¢imlenmesi, anter gelisimi, yaslanma, bagisiklik ve stres yanitlarinda ve
programlanmis hiicre dliimiinde yer aldigi1 gosterilmistir [Liu et al., 2018].

Literatiirde farkli  bitkilerde sistein proteazlarm tanimlanmasi ve
karakterizasyonuna yonelik ¢alismalar bulunmakla birlikte [Outchkourov e al., 2003,
Kim et al., 2008, Duwadi et al., 2015 ] yabanci proteinlerin tiitiin bitkisinde {iretilmesi
ve biriktirilmesi hakkinda bu proetazlarin 6zellikle giincel CRISPR/Cas9 teknigi
kullanilarak susturulmasina yonelik calismalar bulunmamaktadir. Bu baglamda bu tez
kapsaminda, transgenik tiitlinde nitrorediiktaz proteinin birikimine engel oldugu
diistiniilen NtCP6 geninin (GenelD:107781604) giincel gen diizeltme tekniklerinden
CRISPR/Cas9 yonetimi kullanilarak susturulmasi amag¢lanmastir.

Tez kapsaminda nitrorediiktaz geni (Ssap-NtrB) aktarilmus tiitiin bitki tohumlar1
(T2 TR3-4) kullanilmigtir. Tiitlin bitkisinde NtCP6 geninin ilk ekzonunda iki bolgeyi
hedef alan sgRNA kasetleri olusturulmusur. Olusturulan bu kasetlerle enzim
kesim/ligasyon reaksiyonu ile ekspresyon kasetleri elde edilmis ve golden gate
klonlama ile pYLCRISPR/Cas9 plazmitine aktarilmistir. pY LCRISPR/Cas9 plazmiti
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aktarilan Agrobacterium transgenik tiitiin bitkilerine infiltrasyon ydntemiyle
transforme edilmistir.

Transformasyon denemelerinde eksplant kaynagi olarak, nitrorediiktaz geni
(Ssap-NtrB) aktarilmig transgenik T2 TR3-4 tohumlarmndan gelisen ve MS besi
ortaminda diizenli olarak 3 haftada bir alt kiiltiirlenerek mikrogogaltim1 yapilan tiitiin
yapraklar1 kullanilmigtir. Transforme edilen tiitiin yapraklar1 segici yar1 kat1 MS
besiyerinde in vitro kosullarda 4 hafta kiiltiirlenmis ve transgenik tiitiin yaprak
disklerinde mikro gévde olusumlar1 gozlenmistir.

Rejenerasyonu gerceklesen NtCP6 gen ekspresyonu susturulmasi hedeflenen
aday mutant tiitiin bitkilerde kok gelisimi gergeklesmemis ve govde gelisiminin
kontrole kiyasla yaklasik 7 kat daha az oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6 ). Bitki papain
benzeri sistein proteazlarin bitki biiyiime ve gelismesinde dnemli bir rol aldig1 goz
onlinde bulundurulursa transgenik tiitinde NtCP6 gen ekspresyon susturulmasinin
gerceklesmis olma ihtimali baskin gelmektedir.

2020 yilinin baglarinda yayilmaya baslayan ve yilin ikinci ¢eyreginde ciddi bir
sekilde kayiplarin yasanmasina neden olan Covid-19 viriis salgini, tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de bilimsel ¢alismalarin aksamasina sebebiyet vermistir.
Olusan mutant aday1 transgenik mikro govdelerin ve kontrol transgenik tiitiin
bitkilerinin ¢ogaltilmas1 i¢in diizenli olarak yapilmasi gereken alt kiiltiirme islemi
pandemi siirecinde yapilamamistir. Bu nedenle kisitli sayida bitki materyali sonraki
calismalarda kullanilabilmek {izere saklanabilmistir.

Transgenik mutant adayr bitki yapraklarmdan gDNA izolasyonu, optimize
edilmis Dooley ve Dooley in setil trimetil-amonyum bromid (CTAB) protokolii (1987)
Kullanilarak yapilmistir. Aday bitkilerde NtCP6 geninin mutasyona ugradigini
dogrulamak amaciyla izole edilen genomik DNA (gDNA) kullanilarak PCR
yapilmustir. Sekil 4.9’daki PCR sonucu dikkate alindiginda; hedef sgRNA lar1
icerecek sekilde tasarlanan sistein proteaz gen spesifik NtCP-F/NtCP-R primer
ciftlerinin sentezinde sorun oldugu gézlenmektedir. PCR optimizasyonu i¢in ¢ok kez
yapilan deneylerde izole edilen gDNA tiiketilmistir. Pandemi siirecinden dolay1 kisitl
miktarda saklanabilen bitki materyalleri, deneylerde kullanilmis ve bu nedenle
molekiiler analiz asamasi tamamlanamamistir. Covid-19 pandemi siirecinin bitmesinin
ardindan calismalara devam edilip, molekiiler analiz kisimlarmin tamamlanmasi

saglanacaktir.
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CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak NtCP6 gen ekspresyonu susturulmasinda
hedef dis1 mutasyonun olusmast ve bu mutasyonun da bitki proliferasyonunu ciddi
oranda etkilemis olmas1 da muhtemeldir. Bu nedenle aday mutant bitkilerden NtCP6
gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilarak T7 endoniikleaz kesimi ile mutasyon varligi tespit
edilmeli ve olasi mutasyon igeren gen fragmentleri dizilenerek gen dizisinde
degisiklik olup olmadig saptanacaktir.

Gozlenen fizyolojik farkliliklar sistein proteazin bitki biiylime ve gelisiminde
son derece Oonemli bir rol aldigmi ve Ozellikle kok gelisiminde etkin oldugunu
ispatlamaktadir.

Bu sonuglardan yola ¢ikilarak daha ileri ¢alismalarla NtCP6 ortolog genlerinin
bitkilerde rejenerasyon ve proliferasyon esnasinda kok olusumu, yaprak ve govde
gelisimi iizerinde etkisinin molekiiler analizleri ve papain benzeri sistein proteazlarin

bitkilerde rol aldig1 biyolojik siireclerin daha iyi aydinlatilmasi saglanabilir.
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