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AFFINITE AJANLARININ ASPERGILLUS ORYZAE’DE URETIM
PLATFORMUNUN OLUSTURULMASI

OZET

Biyoteknolojik uygulama alanlarinda affinite ajani olarak kullanilan monoklonal
antikorlar(mAbs)’in yliksek verimde heterolog olarak ifadelenmeleri; fonksiyonellik
i¢in ti¢c boyutlu katlanma ve ¢oziintirliik 6zelliklerinde karsilasilan problemler ve/veya
maliyetli iiretim yOntemlerine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle sinirlanmaktadir. Tek
domainli agir zincir antikorlar(VHH) ise, mAbs’e kiyasla 6nemli istiinliiklere sahip
ve yalnizca tek bir agir zincirden olusmast sebebiyle daha kiigiik boyuttaki, essiz
antikor parcalaridir. VHH’ler kiiciik boyutu, diisiik immiinojenikligi ve yiiksek
¢coztinirligi ile dikkat ¢ekici affinite ajanlar1 olarak, tani, tedavi ve goriintiileme
teknikleri dahil olmak iizere pek ¢ok biyoteknolojik uygulamada mAbs’nin yerlerini
almaya baglamstir.

Aspergillus oryzae (A. oryzae), uzun yillardir fermentasyon teknolojisinde ve
biyoteknolojik {irtinlerin endiistriyel Ol¢ekte iiretiminde tercih edilen ve Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan Genel Olarak Giivenli
(GRAS) statiisii verilmis olan ipliksi fungidir. Taksonomik olarak kendisine en yakin
Aspergillus tiirleri ile kiyaslandiginda, A. oryzae genomunda ozellikle hidrolitik
enzimleri kodlayan genler bakimindan daha fazla gene sahiptir. Bu gii¢lii salgilama
mekanizmasi A. oryzae’i affinite ajanlarinin biiyiik 6lgekte ve giivenilir olarak iiretimi
i¢in ideal bir platform haline getirmektedir.

Bu tez calismasinda, pyrG geni bakimindan oksotrof haline getirilen A. oryzae’nin
konak mikroorganizma olarak kullanildig1 biyoteknolojik bir platformun insa edilmesi
ve ingsa edilen bu ifadelenme platformunun affinite ajanlarnin {retiminde
kullanilabileceginin kanitlanmasi amaglanmistir. Bu amagla affinite ajan1 olarak
secilen riboniikleik asit A (RNaz A)’ya karsi spesifik olan anti-RNaz A VHH
proteininin, kiiciik Olcekte ve fermentdr diizeyinde {iretilerek saflastirilmasinin
gerceklestirilmesi istenmistir.

A. oryzae’de, fonksiyonel ve yiiksek verimde liriin alabilmek, ayrica saflagtirma
asamalarinda uygulanabilir kullanisli metodolojilerin izlenebilmesi i¢in, ifadelenmeyi
saglayacak olan gen kasedinin dizayni ve olusturulmasi énem arz etmektedir. Bunun
icin, pyrG oksotrofisinin homolog rekombinasyon yoluyla saglanmasinda, pyrG
genini kodlayan ac¢ik okuma dizisinin bitisigindeki dizileri barindiran ve dogrusal hale
getirilmis  delesyon vektoriiniin, yabani tip A. oryzae susuna aktarilmasi
gerekmektedir. Bu tez c¢aligmasinda, yabani tip A. oryzae RIB40 konak
mikroorganizmasi, pyrG geni olmaksizin, pyrG geninin agik okuma cergevesinin
yukar1 ve asag1 bolgelerinden olusturulan delesyon vektorii ile transforme edilmistir.
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Boylece homolog rekombinasyon yoluyla pyrG geninin yabani tip A. oryzae
genomundan silinmesi saglanmistir. Gen delesyonunun segici kiiltiir kosullarinda,
tekrarlt kiiltiirleme ve qPZR analizi yontemleri ile dogrulamasi gerceklestirilmistir.
Dogrulanan pyrG oksotrof A. oryzae mikroorganizmasi rekombinant anti-RNaz A
VHH proteininin ifadelenmesi ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Anti-RNaz A VHH proteinini kodlayici dizi, C-terminaline bagli 8xHis-tag ile amilaz
sinyal sekansi kullanilarak, amilaz promotorii altinda olacak sekilde, A. oryzae’e gore
kodon optimize olarak sentezlettirilmistir. Transformasyon c¢alismalar1 protoplast
aracili transformasyon yontemi ile saglandiktan ve rekombinant anti-RNaz A VHH
proteinini ifadeleyen koloninin dogrulanmasi c¢aligmalar1 yapildiktan sonra, kiigiik
Olcekte ifadelenme caligmalart gerceklestirilmistir. Kiiglik 6lgekte ifadelenmenin
basar1 ile gergeklestirilmesini takiben, 6 L’lik fermentorde biiyiik Olgekte iiretim
caligmalar1 hayata gecirilmistir.

Ifadelenen rekombinant anti-RNaz A VHH proteini, C-terminalindeki 8xHis-tag’den
yararlanilarak immobilize metal affinite kromatografisi (IMAC) yontemiyle
saflastirilmistir. Buna gore; kiigiik 6lgekte ifadelenmeden elde edilen verim 44 mg/L
olarak tespit edilirken, fermentdrde yapilan ifadelenmeden elde edilen verim 1.4 g/L
olarak belirlenmistir. Ileri saflastirma islemleri jel filtrasyon kromatografisi ile
saglanmig ve ifadelenen rekombinant anti-RNaz A VHH proteininin monomerik
ozellikte oldugu bu yontem ile kanitlanmistir. Toplam {iretilen protein ve ifadelenen
rekombinant protein konsantrasyonu dansitometrik olarak analiz edilmis ve bovin
serum alblimin(BSA)’inin standart olarak kullanildigi Bradford teknigiyle
belirlenmistir.

Anti-RNaz A VHH’in, hedef antijeni olan RNaz A ile spesifik etkilesiminin
belirlenmesinde; pull-down analizi, jel filtrasyon kromatografi analizi ve yiizey
plazmon rezonans (SPR) analizi gerceklestirilmistir. Pull-down analizi spesifik
etkilesimin varligin1 gosterirken, jel filtrasyon kromatografi analizi ifadelenen anti-
RNaz A VHH’in hedef antijeni ile baglanabilen dogru ii¢ boyutlu katlanma yapisinda
oldugunu kanitlamistir. SPR analizinde ise hedef antijen ile baglanma affinitesi 1.9
nM olarak 6l¢iilmiistiir. Olgiilen baglanma affinitesi, Escherichia coli (E. coli)’de
tiretilen anti-RNaz A VHH’in baglanma affinitesinden yaklasik 18.3 kat daha fazladir.

Elde edilen veriler, kurulan pyrG oksotrof A. oryzae platformunda, anti-RNaz A VHH
affinite ajaninin biiyiik 6l¢ekte ve yiiksek baglanma affinitesi ile dogru {i¢ boyutlu
formda ve monomerik olarak iretilerek, basarili bir sekilde saflastirildigini ortaya
koymaktadir.

Buradan hareketle tez kapsaminda varilan sonuglar; ¢esitli biyoteknolojik uygulama
ve arastirma caligmalarinda ihtiya¢ duyulan yliksek hacimde ve hedef antijenine
yiikksek baglanma affinitesi gosteren VHH affinite ajanlarinin, diisiik maliyetle
ifadelenmesinde, tez kapsaminda insa edilen pyrG oksotrof A. oryzae ifadelenme
sisteminin, giliclii salgilama yetenegi sayesinde ideal bir platform oldugunu kanitlar
niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus oryzae, pyrG, affinite ajani, VHH, nanokorlar, RNaz
A, baglanma affinitesi, biyoteknolojik platform
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DEVELOPING A BIOTECHNOLOGICAL PLATFORM FOR
THE PRODUCTION OF AFFINITY REAGENTS IN
ASPERGILLUS ORYZAE

SUMMARY

Antibodies are important molecules produced by living organisms' immune systems
in reaction to foreign particles or antigens. For many years, monoclonal antibodies
(mAbs) have been employed for therapeutic, diagnostic, and imaging applications.
However, it is well known that mAb production has been limited by recombinant
technologies due to their large (150 kDa) and complex structure, which includes
disulfide bonds and precise post-translational modification required for the
functionality. The main difficulties encountered in producing mAbs on a large scale
include solubility and folding issues in Escherichia coli (E. coli) expression systems
and the requirement of expensive and time-consuming production methods for
obtaining low levels of mAbs in mammalian expression systems.

Single-domain heavy chain antibody (VHH), also referred to as a nanobody, is a
distinct class of antibody that Hamers first identified in camelids in 1993 as a
component of heavy-chain antibodies (HCAbs). Due to its size of 4 nm and 2.5 nm in
diameter, VHH is approximately 13 kDa and free of the light (L)-chain. Despite the
fact that VHH only has three complementarity-determining regions (CDRs), it ensures
extremely specific antigen binding affinity when compared to typical mAbs, which
have six CDRs to sustain binding to an antijen. Furthermore, the prolonged CDR3 loop
of VHH expands the binding surface by forming a convex structure to bind the concave
antigens with great specificity, allowing it to interact with antigens like enzymes that
mADbs cannot. The hydrophobic amino acids in the VL domain of conventional mAbs
were replaced with smaller hydrophilic amino acids to compensate for the lack of the
VL domain in VHH. Therefore, VHH can easily penetrate tissues owing to its small
size compared to mAbs. The immunogenicity of VHH is low as domains share high
sequence identity with human VH, but it can be arranged if it is required as VHH is
easily modified. Due to its small size, high specificity and affinity, resilience to heat
and denaturing chemicals, low immunogenicity, and high tissue penetration capability,
VHH possesses special qualities that make it suitable as an affinity reagent.

High-yield heterologous expression of mAbs, which are utilized as affinity reagents in
biotechnological applications, is hampered by issues with three-dimensional folding
and solubility challenging, as well as the requirement for expensive production
procedures. On the other hand, VHHs are unique antibody fragments that are smaller
in size than mADbs and have considerable advantages over them. VHHSs have begun to
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replace mAbs in various biotechnological applications, including diagnostic,
therapeutic, and imaging technologies, due to their small size, low immunogenicity,
and excellent solubility behaviour.

Aspergillus oryzae (A. oryzae) is a filamentous fungus that has been preferred in
fermentation technology and industrial-scale production of biotechnological products
for many years, and has been given a Generally Safe (GRAS) status by the United
States Food and Drug Administration (FDA). Compared to the taxonomically closest
Aspergillus species, A. oryzae possesses more genes in its genome, especially in terms
of genes encoding hydrolytic enzymes. A. oryzae's robust secretion system makes it
an ideal platform for the large-scale and reliable production of affinity reagents.

The purpose of this thesis is to construct a biotechnological platform using A. oryzae
as a host, which has evolved to become pyrG auxotrophic, and to demonstrate that a
pyrG auxotrophic A. oryzae expression platform can be used to produce affinity
reagents. Additionally, it was desired to purify the anti-RNase A VHH protein, which
is specific to ribonucleic acid A (RNase A), which was chosen as the affinity reagent,
on a small scale and at the fermenter level.

The wild type A. oryzae RIB40 host microorganism was initially transformed by a
deletion vector constructed from the upstream and downstream regions of the pyrG
gene's open reading frame, without pyrG gene. Thus, homologous recombination was
used to eliminate the pyrG gene from the wild-type A. oryzae genome. The pyrG gene
encodes the orotidine monophosphate decarboxylase enzyme, which plays a role in the
pyrimidine pathway; therefore, a pyrG auxotroph colony develops resistance to 5-FOA
(5-fluoroorotic acid) and requires uracil and uridine for survival. To confirm gene
deletion, repetaed streaking method on selective culture medium and qPCR analysis
were performed. The expression studies of the recombinant anti-RNase A VHH
protein were carried out using the pyrG auxotroph A. oryzae bacterium, whose gene
deletion was confirmed.

The coding sequence of the anti-RNase A VHH protein, which was codon-optimized
for A. oryzae, was synthesized under the amylase promoter, using the amylase signal
sequence and an 8xHis tag attached to the C-terminus of the protein. After the
transformation was achieved by the protoplast-mediated transformation method and
the confirmation studies of the colony expressing the recombinant anti-RNase A VHH
protein were performed, small-scale expression was carried out. VHH was
successfully produced and secreted in the soluble form at approximately 13 kDa.
Following the successful implementation of small-scale expression, large-scale
production was practiced in a 6 L fermenter.

Recombinant anti-RNase A VHH, which was expressed in A. oryzae, was purified by
immobilized metal affinity chromatography (IMAC) method utilizing the 8xHis-tag at
the C-terminus. The production yield achieved from small-scale expression was
calculated to be 44 mg/L, and the yield from expression in the fermenter was calculated
to be 1.4 g/L. Gel filtration chromatography was conducted for further purification,
and it was demonstrated that the expressed recombinant anti-RNase A VHH protein is
monomeric. Total produced protein and expressed recombinant protein concentration
were analyzed densitometrically and determined by the Bradford assay using bovine
serum albumin (BSA) as a standard.

Pull-down, gel filtration, and surface plasmon resonance (SPR) analyses were
completed to ascertain the spesific interaction of anti-RNase A VHH with its target
antigen, RNase A. Gel filtration chromatography assay revealed that the expressed
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anti-RNase A VHH possessed the correct three-dimensional folding structure and
could bind with its target antigen, while pull-down assay confirmed the existence of a
spesific interaction between anti-RNase A VHH and RNase A. The binding affinity of
anti-RNase A VHH expressed in A. oryzae against RNase A was determined to be 1.9
nM in the SPR analysis.

According to the results, the anti-RNase A VHH affinity reagent was successfully
purified on a large scale with a high binding affinity, resulting in the correct three-
dimensional structure and monomeric behaviour on the the established pyrG
auxotroph A. oryzae platform.

From this perspective, the conclusions reached within the scope of the thesis prove
that the pyrG auxotroph A. oryzae expression system, thanks to its strong secretion
ability, is an ideal platform for the cost-effective production of VHH affinity reagents,
which are required in various biotechnological applications and research studies, in
high volume and with high binding affinity to the target antigen.

Keywords: Aspergillus oryzae, pyrG, affinity reagents, VHH, nanobodies, RNase A,
binding affinity, biotechnological platform
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1. GIRIS

Bir¢ok uygulama icin kritik dneme sahip olan ucuz ve yenilenebilir kaynaklardan
gelen affinite ajanlarina erisimin énemi her gegen giin artmaktadir. Biyoteknolojik
uygulamalarda, cesitli 6zelliklere sahip ¢ok sayida fonksiyonel protein heterolog

sistemlerde rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak tiretilmistir.

Rekombinant proteinler bakteriler, mayalar, ipliksi fungiler, memeli hiicreleri ve
bocek hiicreleri olmak tizere ¢esitli ifadelenme sistemlerinde iiretilmektedir ve her

sistemin birbirine gore avantajlar1 ve dezavantajlarindan bahsetmek miimkiindiir [1].

Prokaryotik bakteriyel ifadelenme sistemleri; kiigiik proteinler igin uygunken,
fonksiyonellik i¢in post-translasyonel modifikasyon gerektiren proteinler i¢in uygun
degildir. Bakteriyel ifadelenmede biiyiime hizinin yiiksek olmasi, diisikk maliyet
gerektirmesi, genetik manipiilasyonun kolay olusu ve rekombinant bir malzeme
olusturmak i¢in iyi tanimlanmis mevcut yontemlerin varligi avantajlar arasinda
degerlendirilmektedir. Sinirli sekresyon yolu ve ifadelenen proteinin dogru
katlanamamas1 nedeniyle saflastirmayr ve geri kazanimi zorlastiran inkliizyon
cisimcikleri seklinde {iretilmeleri ise ©nemli dezavantajlardandir. Inkliizyon
cisimcikleri, zaman alic1 ve kapsamli agag1 akis siireci olan yeniden katlama adimlarini

gerektirmektedir [1,2].

Hizli biiyiime hizi, genetik manipiilasyonun nispeten kolay olusu sebebiyle kompleks
proteinlerin biiyiik miktarlarda ifadelenmesi igin Okaryotik maya hiicreleri
kullanilmaktadir. Rekombinant proteinleri hiper-glikolizasyona ugratmalari sebebiyle,
tiretilen proteinin etkinligi degisebilmekte ve bu proteinlerin kullanildigi hedef
organizmada immiinite {izerinde negatif yonde etkileri olabilmektedir. Ayrica plazmid
kararsizlig1 ve diisiik ifadelenme seviyesi de maya ifadelenme sistemlerinin diger

dezavantajlardandir [3].

Yiiksek biiylime hizina sahip olmasi ve yiiksek miktarda iiretime izin vermesi ile 6n
plana ¢ikan bocek hiicrelerinde protein ifadelenmesinin maliyeti fazla oldugu gibi,

genetik manipiilasyonu da zahmetlidir [3].



Yiiksek kalitede insan benzeri glikolizasyon yapabilme 6zellige sahip oldugu i¢in
terapdtik proteinlerin ve affinite ajanlarinin ¢ogunun iiretiminde yararlanilan memeli
hiicrelerinde ise, genetik manipiilasyon zahmetli, bliylime hiz1 ve {iretilen liriin miktari

diisiik, maliyet yiiksek oldugu gibi kontaminasyon riski de fazladir [3].

Mayalar haricinde, kompleks proteinlerin biiylik miktarda ve diigiikk maliyette, ayrica
mayalara gore daha az glikolize formlarinin ifadelenmesi ipliksi fungilerin araciliginda
basarilabilmektedir. Ipliksi fungilerin genetik manipiilasyonu bakteri ve maya
hiicreleri kadar kolay olmasa da, en dnemli avantajlarindan biri ¢ogunun, biiyiik
miktarda enzim ireterek dig ortama salgilamalarini saglayan saprofitik yasama sahip
olmalaridir. Bu 6zelliklerinden genis hacimlerde endiistriyel enzimlerin iiretiminde
faydalanilmaktadir. Ayrica kiiltiir ortamina biiyiik miktarda proteinin salgilanmasini
sagladiklari igin ipliksi fungiler heterelog proteinlerin tiretiminde tercih edilen 6nemli

konak organizmalardir [3].

Ipliksi fungilerden olan A. oryzae, maya hiicresi olan Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisia)'ya kiyasla gii¢lii salgi sistemi ile biiylik hacimlerde rekombinant protein
iretimine izin veren Ozel bir konak¢i mikroorganizmadir [4]. Gigli salgilama
kapasitesine sahip olmasi, A. oryzae’nin heterolog protein iiretiminde 6n plana
cikmasini saglarken, iretilen heterolog proteinlerin hiicre disi ortama salgilantyor
olmasi da heterolog protein iiretimi sonrasi saflagtirma islemlerini kolaylastirmaktadir.
Ayrica kiiltiirlenmesi ve rekombinant protein itiretimi igin gerekli kiiltiir ortaminin
uygun maliyetli olmasi, post-translasyonel modifikasyon mekanizmasi Sayesinde
kompleks proteinleri iireterek isleyebilme yetenegi ve farkli ¢cevre kosullarina karsi

toleransi ile, A. oryzae avantajh bir ifadelenme sistemi olarak ortaya ¢ikmaktadir [3].

A. oryzae, 1876 yilinda soya sosunun fermantasyonunda kullanilan koji ad1 verilen bir
tirtinden H. Alburg tarafindan izole edilmistir. Baglangicta Eurotium oryzae adi verilse
de, eseyli iireme yapmadiginin belirlenmesi neticesinde F. Cohn tarafindan Aspergillus

oryzae olarak isimlendirilmistir [5].

Dogada genis yayillim gosteren Aspergillus tiirlerinin soguk kosullarda birka¢ ay
hayatta kalabilirken, 45 derecenin iizerindeki enlemlerde hayatta kalamayacagi
belirlenmistir [6]. A. oryzae’nin dogadan izolasyonuna iliskin birkag varsayim
bulunmaktadir. Bunlardan biri; 45 derece ve altindaki tropikal enlemlerde orman,

sulak arazi ve ¢0l topraginda A. oryzae’e rastlanildigini belirtirken, diger varsayimda



bahsedilen cografi bolgede rastlanilan bu tiirlin yabani tip A. oryzae olmayip diger
Aspergillus tiirlerinin bir c¢esit izolati olabilecegi seklindedir [6,7]. Diger bir
varsayimda ise, yiizlerce yillik gegmise sahip Japon fermentasyonunda g¢esitli fermente
tirtinlerin tiretiminde uzun yillar boyunca kullanilan Aspergillus flavus (A. flavus)’un
farklilasmig ve evcillesmis hali oldugu vurgulanmaktadir. Bu varsayimda; A.
oryzae’nin A. flavus’a olan yakin benzerligi kritik noktadir. iki tiiriin morfolojik
farkliliklarinin ise; farklilagma neticesinde toksik aflatoksin genlerinin inhibe olmasi
ve ¢evresel kosullara adaptasyon amagli sklerot gibi iireme yapilarinin kaybedilmesi

sonucu gelismis olabilecegi savunulmaktadir [5,8,9].

A. oryzae’nin c¢ogalmasi eseysiz olarak gerceklesmektedir ve iiremede gevresel
kosullarin spor olusumu ve gelisimi lizerinde etkisi bulunmaktadir. Buna gore; mitozla
olusturulan haploid ve tek cekirdekli sporlarin konidiyofor adi verilen birimlerle
havaya yayilmasi ile kolonize olmalari saglanmaktadir. Sitokinezsiz niikleer boliinme
sayesinde ¢ok c¢ekirdekli tiibiiler hiflerin olusmasi, apikal yonde uzama ve miselyum

agn lretilmesi ile tireme dongiisii tamamlanmaktadir [10].

A. oryzae endoplazmik retikulum, Golgi aygiti, mitokondri, vakuoller, peroksizomlar,
cekirdek ile septal organellerin yani sira, hiflerin biiylimesi ve morfogenezisten
sorumlu Spitzenkorper organeli ile hiicresel hasar durumunda bitisik hiicreler
arasindaki sitoplazmik baglantiyr saglayan porlar1 kapatarak hiicresel hasarin
yayilmasini engelleyen Woronin cisimcikleri adi verilen 6zellesmis organellere
sahiptir. Yiiksek metabolik aktivitedeki apikal hiicrelerin polarizasyonu sonucu koloni

meydana getirebilmektedir [11].

1.1 Tezin Amaci

A. oryzae sahip oldugu giiclii salgilayict mekanizma ile rekombinant proteinlerin genis
hacimde iiretimine imkan tantyan 6zel bir konak mikroorganizmadir. A. oryzae’nin bu
Ozelliginden yararlanilarak affinite ajanlariin rekombinant olarak {iretimini
sagladiginin gosterilmesi ve bu amagla A. oryzae’nin hastaliklarin tanisi basta olmak
lizere, goriintiileme teknikleri ve diger biyoteknolojik uygulamalar i¢in ihtiyag
duyulan farkl affinite ajanlarimin tiretimi i¢in kullanilabilecek bir platform olarak insa

edilmesi tez ¢alismasinin amaglarini olusturmaktadir.



Bu tez ¢aligmasinda, oncelikle pyrG oksotrofik A. oryzae’nin elde edilmesi ve
ardindan affinite ajan1 olarak secilen anti-RNaz VHH’1n, bu oksotrofik A. oryzae’de
ifadelenmesi, saflastirilmasi, hedef antijeni olan RNaz A ile spesifik etkilesiminin ve
baglanma affinitesinin incelenmesi amaglanmistir. Dolayisiyla, tez kapsaminda
olusturulan pyrG oksotrof A. oryzae mikroorganizmasinin, protein iiretiminde diger
ifadelenme konak hiicrelerine kiyasla, kisa zamanda, diisiik maliyette ve biiyiik
hacimde affinite ajanlarmin {retiminde biyoteknolojik bir platform olarak
degerlendirilebileceginin kanitlanmasi hedeflenmistir. Buna ek olarak, affinite ajani
olarak kullanilan monoklonal antikorlarin geleneksel yontemlerle iiretilmesinde
karsilasilan, zahmetli, maliyetli ve istenilen miktarda ve saflikta {iretim i¢in karmagik
teknolojinin izlenmesi gibi zorluklara, tez kapsaminda GRAS statiisiindeki A. oryzae
ile olusturulacak platformda iiretilen yiiksek baglanma affinitesi gosteren ve
endiistriyel tretime uygulanabilir affinite ajanlarmin tretimi ile bir ¢6ziim

gelistirilmesi amaglanmaktadir.

1.2 Aspergillus oryzae

A. oryzae Okaryotik organizmalardan fungi alemine aittir. Fungi aleminde; her hif
segmentinde iki ¢ekirdek barindiran dikarya alt-aleminin ascomycota subesinde yer
almaktadir. Hifli yapida biiyiiyen letiomyceta grubuna ve eurotiomycetes sinifina
dahildir. Eurotiales takimindan aspergillaceae ailesine ait olan Aspergillus cinsi A.

oryzae ipliksi bir mantardir [12,13].

Aspergillus cinsi mikroorganizmalar birbirinden morfolojik olarak, konidilerin
bulundugu konidial yapinin sekil ozellikleri, renk ve keseciklerin dizilimi gibi
ozellikler kullanilarak ayirt edilebilmektedirler [14]. A. oryzae etrafi ince, beyaz hifler
ile c¢evrili konidial yapilarin ¢evreledigi sari-yesil kesecikler seklindeki morfolojiye
sahiptir (Sekil 1.1). Bu keseciklerin rengi inkiibasyon siiresindeki artisa bagli olarak
kahverengiye de donebilmektedir [14-16]. Aspergillus tiirleri arasinda saydam
konidial yapiya ve genis konidilere sahip olmasi ile ayirt edilebilmektir [16].
Morfolojik farklarin haricinde ise ayirt edici genlerden (rRNA, kalmodulin, beta-
tubulin) ve karsinojenik metabolit aflatoksin iiretilip tiretilmemesinden yararlanilarak

ayrigtirtlmaktadir [14,17].



A. oryzae, diger Aspergillus tiirlerine kiyasla genom boyutu, gen sayisi ve metabolik
gen bakimindan olduk¢a zengindir. A. oryzae’nin 2005 yilinda dizilenmis olan
genomu sekiz kromozomdan, 12.074 genden olusan 37.6 Mb boyutundadir
[5,8,11,18]. Aspergillus nidulans ve Aspergillus fumigatus genomlar1 ile
kiyaslandiginda %20-30 oraninda daha biiyiik bir genoma sahip oldugu ve bu fazla
genlerin, hiicre membran biyogenezi, hidrofobik amino asit sentezi, proteinaz ve
mitojen etkilesimli protein kinaz diizeyleri ile salgilayici mekanizmada genis olglide
yer alan hidrolitik enzimleri, giiglii degrade edici enzimleri ve tasiyicilar1 kodladigi
anlasilmistir  [5,8,11]. Ozellikle, o-amilaz genlerinin A. oryzae genomunda

duplikasyona ugradigi tespit edilmistir [5,8,19].

Sekil 1.1 : A. oryzae’nin minimal ortamda morfolojik 6zellikleri. (A) Etrafi ince,
beyaz hifler ile ¢evrili konidial yapilarin ¢evreledigi sari-yesil kesecikler seklindeki
morfolojiye sahiptir (B) inkiibasyon siiresi uzadikca keseciklerin rengi kahverengiye

donebilmektedir.

A. oryzae, ozellikle A. flavus ile %99,5 oraninda genomik benzerlik tagimaktadir [17].
Iki tiir arasinda, gelisimsel fark olarak A. oryzae’nin sporlar1 az miktardadir ve biiyiime
hizlart yiiksektir, morfolojik fark olarak A. oryzae’nin daha genis konidiler
olusturmaktadir [16], ikincil metabolitleri kodlayan genler bakimindan ise A. oryzae

aflatoksin tiretmezken A. flavus aflatoksin tiretmektedir [16,17,20].

1.3 Giivenli Bir Konak Mikroorganizma Olarak Aspergillus oryzae

Aspergillus tiirleri organik asitler, ikincil metabolitler, farmasétikler ve %50'den fazla

endiistriyel enzim tiretiminde yer alarak endiistriyel biyoteknoloji i¢in 6nemli bir rol



oynamaktadir [16,21,22]. Ekstrem ortamlara uyum saglamalar1 nedeniyle farkli tipte
fermantasyon teknolojilerinde kullanilabilmektedirler [23].

Japonya’da yiizyillardir soya sosu, tahil, alkollii igecek gibi cesitli gida maddelerinin
fermantasyonu i¢in kullanilan A. oryzae, ilk kez 1988 yilinda, deterjanlar i¢in lipaz
tiretiminde endiistriyel amagla kullanilmistir [24]. Diger Aspergillus tiirlerine kiyasla
hidrolitik enzim genleri bakimindan {istiinliigii sayesinde, A. oryzae’den a-amilaz,
aminopeptidaz, glutaminaz, lipaz, glukoamilaz, papain ve ksilinaz enzimlerinin

endiistriyel tiretiminde faydalanilmaktadir [11,14,25].

A. oryzae patojenik bir tiir degildir ve diger organizmalar1 kolonize etmemektedir [9].
Giivenilirligi Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (OECD) tarafindan bir GILSP
(Good Industrial Large Scale Practice, Iyi Endiistriyel Biiyiik Olgekli Uygulama)
organizmasi olarak siniflandirilarak onaylanmistir [26]. FDA tarafindan ise GRAS

statiisii verilmistir [16].

1.4 ifadelenme Sistemi Olarak Aspergillus oryzae

Rekombinant protein ifadelenmesinde, istenen 6zellige sahip proteinlerin verimli ve
saf sekilde {iretilmesinde konak mikroorganizma secimi Onemlidir. Toksik
metabolitler liretmemesi, ekonomik olarak uygun biiyiime kosullar1 saglamasi,
istenilen rekombinant proteini yiiksek verimle liretmesi ve yan iiriin miktarinin diisiik
seviyelerde olmasi, se¢imde oOnemlidir [14]. Ayrica, ifadelenmede nihai {iriin,
rekombinant proteinin kodlama sekansindan, ekspresyon vektoriiniin tasarimindan,
katlanma mekanizmalarindan, toksisitesinden, bozunma hizindan ve ¢evresel

degisikliklere kars1 direncinden etkilenmektedir [1,27].

A. oryzae’de heterolog bir proteinin iiretimi amaglandiginda, transkripsiyonel,
translasyonel ve salgilama diizeyinde birkag parametreden s6z edilmesi
gerekmektedir. Promotorler, gen kopya sayisi ve entegrasyon bolgesi transkripsiyonel
diizeyde etkileyici faktorlerken; mRNA kararliligi ve kodon optimizasyonunun

saglanmasi translasyonel diizeyde protein ifadelenmesini etkilemektedir [3].

Ifadelenmede diger parametre post-translasyonel modifikasyondur. Bir Aspergillus
tiiri olan A. niger’in arastirilan post-translasyonel yolagi incelendiginde; translasyonu
yapilan proteinler, sinyal tanima partikiilleri araciliginda endoplazmik retikuluma

getirilerek post-translasyonel modifikasyona ugratilmaktadirlar. Katlanmamis



proteinlerin birikimi saperon ve foldaz enzimlerini aktive etmekte ve bu sayede
proteinlerin katlanmasi1 saglanmaktadir. Dogru sekilde katlanmasi yapilamayan
proteinler sitoplazmaya gonderilerek, burada endoplazmik retikulum iliskili
degredasyon denilen yolakta proteozomlar tarafindan degradasyona ugratilmaktadir.
Endoplazmik retikulumda dogru sekilde katlanmis ve glikolizasyonu gerceklestirilmis
olan proteinler Coat Protein Complex II adi verilen vezikiillerle golgi cisimcigine
ulastiriilmaktadir. Ardindan hazirlanan proteinler vezikiiller ile, periplazmik alana
salgilanacaklari, hiicre ylizeyine taginmaktadir. Diger taraftan, bu siire¢ boyunca
endoplazmik retikulumdan kacan ya da golgi cisimciginde yanlis katlanmis olan
proteinler Coat Protein Complex I ad1 verilen vezikiiller ile endoplazmik retikuluma
geri yollanmaktadir. Son olarak, yanlis katlanmis ve fonksiyonel olmayan proteinler

vakuollerde degrade edilmektedir [3].

Glikolizasyon iki sinifta degerlendirilebilir; O-bagl glikolizasyon; glikan gruplarin
serin ve treonin aminoasitlerinin hidroksil yan gruplarina eklenmesi ile olusurken, N-
bagli glikolizasyon ise glikan gruplarin asparajin aminoasidinin amino yan grubuna
eklenmesi ile meydana gelmektedir. Glikolizasyon katlanma, fonksiyonellik,
stabilizasyon, aktivite ve salgilanma 6zelliklerini etkilediginden 6nem arz etmektedir.
Aspergillus tiirleri kiigiik ve yliksek mannoz gruplari seklinde N-bagh glikolizasyon
olusturmaktadir [3].

Ifadelenmede 6nemli bir diger kriter kodon optimizasyonudur. Kodon optimizasyonu;
heterelog genlerde bulunan ancak konak mikroorganizmada nadir olarak bulunan
kodonlarin yerine, bu kodonlarin ayni aminoasiti kodlayan ve ayn1 zamanda konak
mikroorganizmada daha sik kullanilan kodonlar ile yer degistirilmesidir. Kodon
optimizasyonu ile hedeflenen, protein ifadelenmesi i¢in transkripsiyon asamasinda
mRNA stabilizasyonunu arttirmak ve translasyonunu kolaylastirmaktir. Aspergillus
tiirlerinde de kodon optimizasyonu sayesinde elde edilen iiriin miktarinda artig

saglanabilmistir [3].

1.5 Oksotrofi

A.oryzae’nin kullanildig1 heterolog proteinlerin ifadelenmesinde transformantlarin
seleksiyonunda oksotrofi 6zelliginden yararlanilabilmektedir. Oksotrofi yonteminde,
transformasyon sonrasi ayni fenotipe sahip yabanil tip ile transformantlar arasindan

rekombinant olanlar, bir diren¢ belirtecinden yararlanilarak ayirt edilmektedir. Bu



alanda en sik kullanilan belirte¢ pirimidin yolakta gorevli olan pyrG genidir [28].
Benzer sekilde nitrat biyosentezinde niaD, adenin biyosentezinde adeA ve arjinin

biyosentezi i¢in argB geni gibi ¢ok sayida genin kullanimi1 da miimkiindiir [29].

pyrG geni (~1.7 kb), A. oryzae RIB40 genomunun 7. kromozomunda yer almaktadir.
Bu gen, A. oryzae’nin yasamini siirdiirebilmesi i¢in tiridin ve urasil sentezinde rol
oynayan orotidin-5’-monofosfat dekarboksilaz enzimini kodlamaktadir [22]. Bu
enzim orotidin monofosfat1 {iridin monofosfata ¢evirmektedir. Ayrica orotidin-5’-
monofosfat dekarboksilaz enziminin aktivitesi ile bir mutajen olan 5-FOA, pirimidin
biyosentezine katilmakta, pirimidinler fluoroorotidin monofosfata ¢evrilmekte,
fluoroorotidin monofosfat ise fluorodeoksiuridine ¢evrilmektedir. Bu molekiil,
deoksiuridin monofosfati, DNA prokiirsorii timidilat’a ¢eviren enzimin (timidilat
sentaz) inhibitorii olarak gorev yapmaktadir. Boylece 5-FOA, hiicre bitylimesini inhibe
edici etkide bulunmaktadir (Sekil 1.2) [30].

pyrG geni bakimindan oksotrof olan bir organizma, orotidin-5’-monofosfat
dekarboksilaz enzimini kodlayamayacagindan, orotidin’i liridine doniistiiremeyecek
ve 5-FOA’e kars1 direng kazanacaktir (Sekil 1.2). Bu sebeple, pyrG geninin delesyonu
yapilan oksotrof A. oryzae tiirlerinden, pyrG’nin seleksiyon belirteci olarak
kullanildig1 transformasyonda yararlanilmaktadir [30]. Transformantlarin seleksiyonu

selektif ajan olarak 5-FOA’nin bulundugu segici agar ortaminda yapilmaktadir [31].

OMP dekarboksilaz

"

orotidin monofosfat (OMP) iiridin monofosfat (UMP)
pyrG Oksotrofisi

5-fluoroorotik asit (5-FOA) — fluoroorotidin monofosfat omp de;boksilaz
OMP UMP
fluorodeoksitiridin

[©)

timidilat sentaz

N

deoksitiridin monofosfat timidilat (DNA prekiirsor)

Sekil 1.2: Aktif pyrG geninin primidin yolakta 5-FOA varliginda timidilat Giretimini
inhibe etmesi ve pyrG oksotrofisinin sematik gosterimi.



A. oryzae’de hedef bir genin kararli bir sekilde ifadelenmesi icin genetik
manipiilasyona bagvurulmaktadir. Genetik manipiilasyonunda siklikla kullanilan
yontem; homolog rekombinasyon aracili gen hedeflemedir. Bu yontemde, genomda
silinmek istenen genin kodlayici bolgesine bitisik yer alan niikleotit diziler, genomdaki
diziye homolog olarak tasarlanir ve bu homolog diziler arasinda gerceklesen

rekombinasyonla iki dizi arasinda kalan gen bdlgesinin genomdan ayrilmasi saglanir.

Homolog rekombinasyon yonteminde, hedef bir genin silinmesinin yani sira, yeni bir
dizinin eklenmesi ve yer degistirilmesi de mimkiindiir. Ayrica genellikle
transformasyon verimini arttirma ve seleksiyon belirteglerin olusturulmasinda
kullanilmaktadir. Bu yontemle olusturulan ¢esitli genler bakimindan eksik olan suslar,

ifadelenme ¢alismalarinda kullanilmaktadir [32].

pyrG geninin delesyonu ultraviyole igin-aracili ya da kimyasal aracili rastgele
mutagenez yoluyla gergeklestirilse de, kisa bir siire sonra mutant organizmalarda pyrG
geninin yeniden tamamlandig1 anlagilmistir. Bu sebeple pyrG geni delesyonunun daha
stabil olmas1 amaciyla, Du ve ark. yaptig1 ¢alismada A. oryzae susunda site-directed
mutagenez yoluyla pyrG geninin delesyonunu saglamistir. pyrG gen bdlgesinin yukari
ve asagl akig bolgesini kodlayan diziler A.oryzae genomik DNA’sindan PZR
uygulamasi ile ¢ogaltilmis ve ardindan overlap uzatma PZR’1 kullanilarak biraraya
getirilmistir. Bu sayede, pyrG geninin transformasyonla delesyona ugratilacak bir gen

kasedi olusturulmus ve basariyla delesyon saglanmistir [33].

Ling ve ark., yaptiklari calismada hedefleyici gen yerdegistirmesini uygulayarak pyrG
genini silmistir. Bu amagla, pyrG geninin yukart ve asagi akis bolgelerinden
olusturulan gen kasedi ile A. oryzae transformasyonunu gergeklestirilmis ve
transformantlarda pyrG geni silinmistir. Ardindan bu sekilde olusturulan oksotrofinin,
pyrG geni tasiyan bir vektdr ile transformasyonun yapilmas: sonucu geri

dondiiriilebilecegi de dogrulanmustir [31].

1.6 Aspergillus oryzae Transformasyonu

A. oryzae’nin giiglii hiicre duvar1 sebebiyle transformasyon verimi diger fungallara
gore diisilk oldugundan, transformasyonun etkili bir sekilde gerceklestirilmesi,

klonlama asamasinda Onemli bir kritik noktadir. Transformasyon teknikleri



elektroporasyonla transformasyon, Agrobacterium araciliginda transformasyon ve en

sik kullanilan protoplast aracili transformasyondur [34].

Protoplast olusturmada hiicre duvarinin uzaklastirilmasi enzimler aracilifiyla
gerceklestirilmektedir [32]. Protoplast aracili transformasyonun avantajlari, cok sayida
homojenizat elde etmenin kolay olmasi, kolay ve ucuz bir yontem olmasidir. Ayrica
tek bir hiicre tipi yerine spor, germ ve miselyumlarin bu amagla kullanilabilecegi genis

bir uygulama alaninin bulunmasidir [22].

Protoplast aracili transformasyonda adimlar sirasiyla; kiiltiir olusturma, protoplast
hazirlama, Polietilen glikol (PEG) inkiibasyonu ile hedef genin transformasyonu,
rejenerasyon ve seleksiyon seklindedir. Protoplast, hiicre duvari ortadan kaldirilmis
hiicrelere verilen isimdir, ancak bu islemde hiicrelerin hayatta kalmasi ig¢in
transformasyon sonrast hiicre duvarinin rejenerasyonun tamamlanmasi da
gerekmektedir [32]. Bu yontemde transformasyon verimi hiicre duvarini pargalamada
kullanilan enzimlerin etkinliginden, kiiltiir kosullarindan ve ¢ozelti igeriklerinden

etkilenmektedir [22].

Transforme edilmek istenen yabani tip A. oryzae, hiicre duvarini lizis eden enzimlerin
yer aldigi soliisyon iginde protoplast olusturmada kullanilmaktadir. Protoplastlar,
hedef gen ile %40-%50 gibi yiikksek oranda PEG igeren, CaClz ortaminda biraraya
getirilerek yabanct DNA’nin hiicre icine alinmasi ve membran gegirgenligi
saglanmaktadir. Protoplastlar osmotik kosullarda dayaniklilik gésteremeyeceginden
ortamda osmotik diizenleyici olarak KCI ve sorbitol bulundurulmaktadir.
Transformasyon saglandiktan sonra, rejenerasyon igin kati besiyerine gegirilmektedir
[22,32,35].
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2. AFFINITE AJANLARI

Biyoteknolojik uygulamalarda affinite ajani olarak, oncelikle mADbs tercih edilmis,
sonrasinda tek domainli agir zincir antikorlarin (VHH) {istliin 6zellikleri ve iiretim

kolayliklarinin kesfedilmesiyle, VHH ler affinite ajan1 olarak 6n plana ¢ikmistir [36].

2.1 Monoklonal Antikorlar ve Uretimleri

Tam uzunluktaki (geleneksel) antikorlar olan mAbs, disiilfit baglariyla baglanmis iki
0zdes agir (H) zincir ve iki 6zdes hafif (L) zincirden olusan heterotetramerik bir yapiya
sahiptir. H zincirler bir degisken bolgeden (VH) ve li¢ sabit bolgeden (CH1, CH2 ve
CH3) olusurken, L zincirler bir degisken bdlgeden (VL) ve bir sabit bolgeden (CL)
olugmaktadir. Her bir degisken bolge, antijen baglanmasindan sorumlu olan yiiksek
oranda degisken ic CDR (tamamlayicilik belirleyici bolge) tasimaktadir. Antijen
baglanma fragmanlar1 (Fab), L zincirlerinin CL ve VL bdlgeleri ile H zincirlerinin
CHI1 ve VH bélgelerini igermektedir. Degisken bolgeler ¢ok sayida antijenin taninmasi
i¢in gerekli ve 6nemli olan ¢esitliligin saglandig1 bolgelerdir. Fc ad1 verilen bolge ise
effektor bolgedir ve immiin sistem hiicre reseptorleriyle etkileserek immiin yaniti

baglatma gorevini istlenmektedir [37].

Affinite ajan1 olarak, immiinoglobulinler kesfedildiklerinden bu yana yillardir yiiksek
cesitlilik ve secicilikleri sayesinde tedavi, tan1 ve goriintiileme teknolojilerinde genis
kullanim alanina sahip olmustur. Bununla birlikte, yillar i¢inde hedef bir antijene
spesifik olan mAbs’nin Oliimslizlestirilmis hiicrelerden {iretilmesini saglayan
hibridoma teknolojilerinin dezavantajlari ile karsilasiimistir. Uretilen mAb miktarinin
diisiik olmasi, yiiksek maliyetli prosesler, liretimden tiretime degiskenlik, zaman alan
yontemler ve hedef antijene 0zgiil olan kararli klonun sec¢iminin zorlugu ve
immiinojenisite problemleri hibridoma teknolojisiyle mAbs {iretiminde karsilagilan

temel zorluklardir [36].

Disiilfit baglarn iceren karmasik yapilari, islevsellik i¢in dogru post-translasyonel

modifikasyon gereklilikleri ve 150 kDa’luk yiiksek molekiiler agirliga sahip olmalari
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mAbs’nin mikrobiyal ifadelenme sistemleri kullanilarak biiyiik Olcekte elde
edilmelerini  de smirlamaktadir. Ozellikle post-translasyonel ~modifikasyon
gerceklestiremeyen prokaryotik E. coli ifadelenme sistemlerinde ¢oziintirlik ve
katlanma sorunlar ile karsilasilmaktadir. Bu nedenle, mAbs ifadelenmesinde E. coli
konak mikroorganizmasinin segilmesi inkliizyon cisimcikleri ve agregatlarin
denatiirasyonunu takiben yeniden katlanma iglemlerine gidilmesini [38] veya konak
hiicre miithendisligi yapilmasini zorunlu kilmistir. E. coli’de mAbs ifadelenmesi ile
ilgili bir diger problem de endotoksinlerin varligidir [39]. Maya konak
mikroorganizmalarinda ise ifadelenen proteinin, insandan farkli olarak, yiiksek
mannoz tipi glikanlar ile glikolize edilmesi ve bu hiperglikolize proteinlerin insanda
immiin yaniti tetiklemesinin Oniine gegmek igin gliko-mithendisligi yapilmis 6zel

maya suslarda mAbs liretimi ¢aligmalar1 yapilmaktadir [40].

Antikor ve antikor parcalarmin A. oryzae’de iiretimi i¢in literatiirde ayni konak
mikroorganizma i¢in farkli gen kasedi tasarlama stratejileri kullanilarak etkinlik ve
verim arttirilmaya galisilmaktadir. Hungh ve ark., insan anti-TNFo antikoru olan
adalimumab mAb’yi, Fc bolgesindeki hiper-glikolizasyonu gen delesyonu yoluyla
engelleyerek A. oryzae’de iiretmislerdir. Iki agir ve iki hafif dizisini ayr1 ayr1 olacak
sekilde, hiicre i¢cinde proteazlar tarafindan proteolitik yikima ugratilmasi i¢in kesim
bolgesi ilave ederek amilaz genine flizyon olacak sekilde farkli vektorler ile
ifadelemislerdir. Yapilan analizlerde ise, fonksiyonel IgG yapisinin yani sira,

istenmeyen agir zincir dimerlerinin de meydana geldigi anlasilmistir [41].

Ward ve ark. iki farkli “humanized’ IgG1(K) ve Fab fragmentlerinin ifadelenmesi i¢in
A. niger konak hiicresinde, bu proteinleri glikoamilaza fiizyon olacak sekilde
tiretmislerdir. Ancak gen kasedinin dizayninda proteaz ayirma bolgesi bulunmasina
ragmen, proteazlar tarafindan bu diziden kesimin tam olarak meydana gelmeme
olasiliginin bulundugu ortaya ¢ikarilmistir. Bunun yani sira, proteolitik kesimi
tamamlanmis olanlar degerlendirildiginde elde edilmis olan glikolize form ile memeli
hiicresinde elde edilen non-glikolize form arasinda affinite, avidite, antikor bagiml

hiicresel sitotoksisite agisindan fark olmadig1 ortaya konmustur [42].

2.2 Agir Zincir Antikorlar

Bir konak hiicrede rekombinant olarak tam uzunluktaki mAbs iiretiminde karsilagilan

zorluklar, arastirmacilari, tiim uzunluktaki antikorun tasidigi 6zelliklere sahip ancak
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daha kisa antikor pargalarinin mikroorganizmalarda ifadelenmesi yoluna yoneltmistir.
Boylece, konak¢i mikroorganizmalar tarafindan ifadelenen rekombinant protein
yapisinin boyutunun en aza indirgenmesi istenmistir. Bu antikor pargalar1 arasinda
scFv (tek zincir fragman degiskenleri), Fab ve agir zincir antikorlar1 bulunmaktadir
[36] (Sekil 2.1).

VH

VL

mADb HCAb
VH
VH
° ¥
Fab scFv VHH

Sekil 2.1: Affinite ajan1 olarak kullanilan antikor yapilari.

ScFv, birbirine esnek bir baglayici (GGGGS) ile baglanan H- ve L- zincirlerinin
yalnizca degisken bolgelerinden olusan 27 kDa’luk antijen baglama kapasitesine sahip
protein yapisidir. ScFv, bakteri ve memeli sistemlerinde ifade edilebilmistir, ancak
scFv'nin agregasyona egilimli oldugu tespit edilmistir. Ayrica, scFv, Fab ve bunlarin
cok degerlikli formlarinin mikrobiyal iiretim siirecinin zahmetli oldugu anlasilmistr,
¢linkii bu molekiillerin iglevsellik kazanmast igin ifadelenen H ve L zincirlerinin dogru
dimerizasyonu gereklidir [36]. Diisiik ifadelenme seviyesi, agregasyona egilim ve
immiinojenisite sorunlarinin iistesinden gelebilmek i¢in, yalnizca agir zincirlerden

olusan fonksiyonel antikorlarla olan ¢aligmalar hizlanmistir [36,43].

Yalnizca agir zincirden olusan antikorlar ilk kez, VH ve CH1 bdlgelerinin bir kisminin
delesyonuna neden olan somatik mutasyon sonucu fonksiyonel olmayan antikorlar

olarak bir tiir patolojik bozukluk seklinde degerlendirilmistir [44,45].
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Agir zincir antikorlarinin benzersiz bir tiirii olan HCAbs (heavy chain only antibodies)
ile karsilasma ise, Hamers-Casterman ve ark.’nin 1993 yilinda Camelidae familyasi
tirlerinden deve ve lamalarin serumlarinda yeni bir sinif IgG antikorlar1 kesfetmesi ile
olmustur [46]. Bu antikorlarin en 6nemli 6zelikleri; herhangi bir patolojiye sebep

olmadan dogal olarak bulunan fonksiyonel antikorlar olmalaridir [47].

HCADs’in agir zincirlerinde CH1 boélgesinin olmamasi nedeniyle, HCAbs mAbs’den
daha kii¢iik boyuttadirlar. mAb’lerde CH1 bolgesi heterodimerik mAb yapisinin
salgilanmasini saglamak i¢in bir hafif zincirle yer degistirilen BiP saperon proteini igin
baglanma yeridir. Saperonun hafif bir zincirle yer degistiremedigi durumlarda, hafif
zincirsiz antikor yapisinin endoplazmik retikulumdan salgilanmasi engellenmektedir.
Boylece, yalnizca agir zinciri olan islevsiz antikorlarin olusmasi 6nlenmektedir [44].
CHI bolgesini kodlayan dizi HCAbs genomunda bulunmasina ragmen, CHI’in 3'
ekzonunun sinyal dizisindeki nokta mutasyonu (G—A) nedeniyle mRNA islenmesi
sirasinda CH1 uzaklastirilmaktadir [44,48]. Dolayisiyla, HCAb’lerde agir zincirin
degisken bolgesi CH1 yoklugunda baglanma saperonu ile etkilesememekte ve HCAb
dogrudan hafif zincir olmadan kolayca salgilanmaktadir [44] (Sekil 2.2).

Sekil 2.2: Monoklonal antikor ve agir zincir antikorda hafif zincirin bulunmama
durumu.

2.3 Tek Domainli Agir Zincir Antikorlar (VHH)

HCAb’nin bir pargasi olarak devegillerde kesfedilen VHH iistiin karakteristik
ozelliklere sahip agir zincir antikor pargasidir. VHH, geleneksel mAb'lerin biiyiik
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boyutunun aksine yaklasik 13 kDa’luk boyuta sahip ve hafif zincirden yoksundur. Dort
nm boyutunda ve 2,5 nm ¢apindadir [49].

Geleneksel mAb’lerde VL zincirinin varlig1 cesitlilige katkida bulunarak yiiksek
antijen repertuarina neden olmaktadir. Hafif zincirin olmadigt VHH’lerde yiiksek
antijen repertuarina ulasabilmek igin bir dizi yapisal farklilik mevcuttur. mAb'lerin
agir zinciri ile karsilagtirildiginda, VHH'nin CD1 boélgesi genisletilmistir ve bu sayede
genis bir antijen ¢esitliligi sunulmaktadir [44]. Ayrica antijen baglanmasinda daha
fazla rol oynayan CDR3 bolgesi de VHH’lerde 18 aminoasitten olusurken, insanlarda
agir zincir 14, farelerde 11 aminoasitten meydana gelmektedir. Daha uzun CDR3 alani

antijen gesitliligine 6nemli bir katki saglamaktadir [44,50].

Genisletilmis CD1 ve uzun CDR3 bélgelerinin diger bir avantaji, i¢cbiikey sekildeki
antijenleri yliksek ozgiilliikkte baglayabilmek i¢cin VHH in yiizey alanini genisleterek
disbiikey bir yap1 olusturmasina izin vermesidir. Boylece mAb’lerin aksine yalnizca
antijenlerle degil ayni zamanda haptenler, antimikrobiyal ve viral peptitler ile

etkilesime girebilmektedir [44,51-53].

VHH'in CDR3 boélgesinin stabilizasyonu ise, geleneksel mAb'lerde bulunmayan ek
bir disiilfit bag1 bulundurularak saglanmistir. Buna gore, ek disiilfit bagi, antijen
baglama alanlarin1 ve esnekligi kisitlayarak yapiyr stabilize etmektedir [44,54].
VHH’ler, yalnizca 3 adet CDR boélgesi barindirmasina ragmen, mAb ile kiyaslanabilir
bir affiniteye sahiptir [55].

VHRH’lerde hafif zincirin olmamasinin etkisini ortadan kaldiran diger oOzellik,
mAb'lerin VH domainindeki hidrofobik amino asitlerin VHH’de kii¢iik hidrofilik
amino asitlerle degistirilmis olmasidir. Buna gére mAb agir zincirlerinde korunan bes
amino asit (Leul2, Val42, Gly49, Leu50 ve Trp52) VHH de sirasiyla Ser, Phe/Thr,
Glu, Cys ve Gly ile degistirilmistir. Leul2'den Ser'e gecis, CHI yoklugunda bir
adaptasyondur ve hidrofobik Leu yerine hidrofilik Ser’in gelmesi ¢oziiniirligi
arttirmaktadir. Ayrica, Val42, Gly49, Leu50 ve Trp52 amino asitleri, mAb hafif zinciri
ile biiylik bir hidrofobik arayliz olusturken, bu aminoasitlerin daha kii¢iik hidrofilik
aminoasitlerle yer degistirmesi VHH de hafif zincir yoklugunda arayiizii hidrofilik
tutarak agregasyonu onlemektedir [44].
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Affinite ajami olarak VHH

Biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan affinite ajanlart igin raf dmrii ve stabilite
oldukca oOnemlidir. VHH'lerin, geleneksel mAb'lerin ve bir¢ok proteinin sahip
olmadig1 miikkemmel yeniden katlama kapasitesine sahip oldugunu bildirmistir. Birgok
proteinde ara form veya yanlis katlanmis formlar protein agregasyonuna neden
olmaktadir. Ancak, VHH ler iire, guanidinyum kloriir, sicaklik ve basing gibi denatiire
edici ajanlarin varliginda yalnizca dogal form ve denatiire form olmak {izere iki gecis
durumunda bulunmaktadir [56,57]. ki ge¢is durumu, ara veya yanlis katlanmis protein
formlarmin neden oldugu agregasyonu onlemektedir. Bu sebeple VHH, kimyasal
denatiirasyona kars1 6zellikle tamamen geri doniisiimlidiir [56]. VHH herhangi bir
aktivite kaybina ugramadan haftalarca 37 °C’de, aylarca 4 °C'de ve daha uzun siirelerde
-20 °C'de depolanabilmektedir [55,58]. Baz1 VHH tiirlerinin 90 °C sicakliga kadar [59]
veya proteaz varliginda antijen baglama &zelligini koruyabildigi saptanmistir [60].

VHH'yi denatiire etmek i¢in yiiksek basing gereklidir [56].

Yiiksek stabilitesi ve zor ¢evresel sartlarda islevsel kalabilmesi VHH’i miikemmel raf
omriine sahip ideal bir affinite ajan1 yapmaktadir [61]. Kimyasal kararlig1 ve basing
direnci yetenegi sayesinde, VHH yenilenebilir bir matriks olarak immiin affinite
kolonlarinda kullanilabilir. VHH ile kompleks olusturan proteinler immiin affinite

kolonlarinda saflastirilabilir [62].

Biiytik ve karmasik yapilari nedeniyle doku penetrasyonu zayif olan mAb'lerin aksine,
VHH'ler hedef dokuya ulasir [63] ve immiin diizenleyici gorevi goriir. Bazi VHH ler,
kiiciik boyutu ve doku igine filtre olabilmesi sayesinde kan-beyin bariyerini ve renal
filtreyi kendiliginden gegebilmektedir [64,65].

Tiimor hiicre ve dokularmin radyoaktif olarak in vivo goriintiilenmesinde ve
radyoimmiinoterapide radyoaktif maddenin kandan hizli temizlenmesi 6nemlidir [66-
68]. Gorintilleme tekniklerinde radyoaktif isaretli VHH kullanildiginda,
enjeksiyondan sonraki birka¢ saat i¢inde hizli bir goriintii elde edilebilmektedir.
Timor hedeflemesinde toksik maddenin VHH’e baglanmasi, hizli kan klirensi
sebebiyle tiimor hiicrelerine ulagmay1 kolaylastirabilmektedir [69,70]. VHH'nin kan
beyin bariyerini gegebilmesi ve amiloid fibrillerinin olusumunu inhibe etmesi

nedeniyle norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir [71]. Enzim aktif
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bolgelerine ve gizli epitoplara kolayca erisebildikleri icin enzim aktivitelerini veya

molekiiler etkilesimleri bloke etmede kullanilabilir [64,65].

Affinite ajaninin biyoteknolojik uygulamalarda immunojenisitesi de Onem arz
etmektedir. VHH kodlayic1 bolgeler ile insan agir zinciri arasinda %80 oraninda
homoloji bulunmaktadir ve immiin reaksiyonlar1 tetikleyen Fc bdlgesine sahip
degildir. Bu nedende VHH’in immunojenisitesi dugiiktiir. Ayrica kiiciik boyut,
hidrofiliklik diizeyi, kati monomerik davranisi diisiik immiinojenisiteye katkida
bulunmaktadir [55]. Literatirde VHH’in neden oldugu herhangi bir immiin yanita
rastlanmamustir [72,73]. VHH'nin diisiik immiinojenikligi, herhangi bir konak immiin
reaksiyonu olmadan tekrarlanan enjeksiyonlara izin verecektir. ilaveten, VHH’in
kolayca degistirilebilen goreceli olarak basit yapist gerektiginde immiinojenik
Ozelliklerinin diizenlenebilmesine olanak tamimaktadir [74,75]. VHH, CAR-T hiicre
terapilerinde [76,77] ve bispesifik antikorlarin [78] olusturmasinda kullanilmistir.

Ihtiyag duyulan biyoteknolojik uygulamaya gére, VHH'ler tek degerlikli veya cok
degerlikli formlarda iiretilebilmektedir [79]. Hafif zincirlerinin olmamasi yapiya
esneklik saglamaktadir ve bu sekilde diger molekiiller ve baglayici gruplar ile VHH ler
fiizyon hale getirilebilmektedir. Bu spesifik formlar, hastaliklarin tan1 ve tedavisinde
ve arastirma ¢alismalarinda [80,81] kullanilabilmektedir. Ornek olarak yesil floresan
protein gibi floresan 6zellikteki bir protein ile fiizyon hale getirilen VHH hedef
proteinin hiicre i¢i ifadesinin izlenmesinde kullanilabilir [82]. Terapoétik nitelikte olup
klinik faz calismalarindan basariyla gegen gelistirilmis VHH’lerden bazilar
onaylanmis Caplacizumab [83] ve faz 2’de olan VHH 203027 [84] dir.

VHH oldukga kararli ve ¢oziiniir yapisiyla, temel arastirma, immiino-saflagtirma ve
biyosensér uygulamalarina uygundur [85]. VHH, protein konformasyonlarini
belirlemede kristallesme partneri olarak, incelenen proteinin solvent ile yiizey alaninin
arttirilmasini  saglamakta ve stabilizasyonu arttirabilmektedir [86]. Rekombinant
proteinlerin birlikte saflastirma partneri olarak veya toksinlerin notrlestirme ajani
olarak kullanilabilir [87-91]. Canli hiicrelerde proteinlerin hiicre alti1 lokalizasyonu
belirlenmesini saglayabilir [92,93]. Goriintiileme ve algilama yeteneginin yani sira,
yapist kolayca degistirilebildigi i¢in bir sensoriin yiizeyine biyosensor probu olarak
etkin bir sekilde sabitlenebilir [94]. Kanser gibi hastaliklarda kullanilan kimyasal veya

biyolojik molekiiller ile flizyon yapilmalart halinde bu molekiillerin terapétik etkilerini
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arttirabilir [95,96]. Bir hastaligin teshisinde ¢Oziiniir prob olarak uygulamalarin

hassasiyetini ve 6zgiilliiglinii iyilestirmede etkin rol oynabilir [95,97].

Ozetlemek gerekirse; mAb’ler ile karsilastirildiginda kiigiik boyutu, yiiksek 6zgiilliigii
ve affinitesi, sicakliga ve denatiire edici ajanlara kars1 toleransi, yiiksek stabilitesi, kati
monomerik davranisi, diisiik immiinojenitesi ve yiiksek doku penetrasyon
kapasitesiyle benzersiz bir molekiil olan VHH, tani, teshis, goriintiileme, izleme gibi
cesitli biyoteknolojik uygulamalarda affinite ajani olarak kullanimda ciddi bir
potansiyel barindirmaktadir [74,85,98-101].
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3. REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISI iLE VHH URETIMIi

Hedef bir antijene kars1 spesifik VHH tiretim yontemi, devegillerin bu hedef antijen
ile immiinizasyonu ve faj goriintiileme metodolojileridir [102,103]. Antijene 6zgii
VHH'ler, dogal veya sentetik faj kiitiiphanelerinden segildikten sonra E. coli konak
mikrroganizmasinda ifadelenmektedir [103]. Faj kiitiiphanelerinden elde edilen
VHH'nin affinitesi, diisiik nanomolar ve pikomolar denge ayrigsma sabitleri arasinda
degismektedir [55]. Geleneksel antikorlarin heterodimerik yapist mikrobiyal
ifadelenmesini zorlastirirken, VHH’in monomerik yapisi ifadelenmede biiyiik bir

avantajidir.

3.1 Bakteriyal Sistemlerde VHH ifadelenmesi

VHH ifadelenmesinde siklikla E. coli periplazmik ekspresyonu tercih edilmektedir.
Ancak smirli periplazmik hacim nedeniyle verimin arttirilmasi i¢in saperonlarla
fiizyon yapilmalari, lizis islemi ve fiizyon parg¢anin uzaklastirilmasi i¢in ek saflastirma
adimlar1 gerekebilmektedir. Sitoplazmik E. coli ekspresyonunda ise agregasyon ve

yanlis katlanma yiiksek verime ulagmanin 6niinde engeldir [104-108].

Bakteriyel sistemde elde edilen VHH verimi oldukc¢a degiskendir [102]. Kaczmarek
ve ark.’nin ¢alismasinda 5 litre E. coli kiiltiiriinden 2,1-3,5 mg VHH verim elde
edilirken [109], Ji ve ark. sitoplazmik ekspresyon seviyesini 4,8 mg/L'den 57 mg/L'ye
E. coli konakgisint degistirerek arttirmigtir [110]. Zarschler ve ark.’nin ¢alismasinda
ise distilfit bag izomerazini eksprese eden mutant E. coli susu kullanilarak 200 mg/L
VHH elde edilebilmistir [111]. Benzer sekilde Veggiani ve ark.’nin ¢alismasinda farkli
fiizyon proteinlerin VHH ekspresyon verimini 2-10 mg/L arasinda degistirdigi
saptanmustir [112]. Yu ve ark.’nin ¢aligmasinda ipek fibroin proteini fiizyon yapilarak
verim artig1 saglanmistir [113]. Salema ve ark.’nin flizyon protein olarak maltoz
baglayici protein kullanildiklar1 ¢alismasinda ifade edilen VHH'nin biiyiik bir kismi1
saflastirma adimlar sirasinda kaybedilmis ve fliizyon haldeki VHH in affinitesinin tek
basina olan VHH’ten diisiik oldugu saptanmistir. Dolayisiyla verimin arttirilmasi

sirasinda kullanilan fiizyon protein affiniteyi etkileyebilmektedir [114].
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3.2 Maya ifadelenme Sistemlerinde VHH ifadelenmesi

VHH'min maya konak mikroorganizmalarinda ifadelenmesi konagm salgilama
kapasitesine baghdir [115]. Ticari VHH'ler, GRAS statiisii nedeniyle S. cerevisiae
tarafindan iiretilmektedir [116]. Thomassen ve ark.’nin ¢alismasinda S. cerevisiae'de
15 L’lik fermentorden 1,3 kg VHH iiretildigi bildirilmistir [117]. Rahbarizadeh ve
ark.’nin ¢alismasinda ise VHH ifadelenmesinde P. pastoris konak mikroorganizmasi
kullanilmistir [118]. Ancak maya konakgilarinda iiretilen rekombinant VHHlerinin

hiperglikolizasyonu antijen baglanmasini azaltmaktadir [119].

3.3 ipliksi Fungi ifadelenme Sistemlerde VHH ifadelenmesi

Ipliksi mantarlarda VHH ifadelenmesi icin yapilan ilk calismada Joosten ve ark.; A.
awarowi’de kiiltiir ortamina salgilanacak sekilde VHH tiretebilmisler ancak yiiksek
diizeyde degredasyona ugradigini, bu sebeple degredasyonun 6nlenmesi i¢in alternatif

yollar aranmasi gerektigini bildirmislerdir [120].

A. oryzae’nin VHH {iretiminde kullanimina iligkin ilk rapora ise Okazaki ve ark.’nin
gerceklestirdigi EGFR’a spesifik VHH proteininin 28 aminoasitlik bir fiizyon protein
ile birlikte iretildigi ¢alismadir. Fiizyon protein, elde edilen verimi 3.5 kat arttirdigi
gibi, post-translasyon modifikasyon sirasinda EGFR-spesifik VHH yapisindan
ayrildigint gostermislerdir [121]. Buna ek olarak, literatiirde farkli promotdr genlerin
A. oryzae’de human karyonik gonadotropin’e karst VHH {iretimini iizerine etkisinin
arastirildigi Hisada ve ark.’nin ¢alismasinda promotor se¢iminin alinan verim tlizerinde

onemli bir etkisi oldugu sonucuna vartlmistir [122].

3.4 Hipotez

A. oryzae’nin heterolog protein tiretimindeki iistiinliigiinden yararlanilarak insa edilen
pyrG oksotrofik (-) A. oryzae biyoteknolojik platformunun; yapisi ve antijenine
baglanma affinitesi bilinen bir affinite ajan1 olarak anti-riboniikleaz A (anti-RNaz A)
VHH’in, biliyiik miktarlarda, fonksiyonel ve antijenine karsi yiiksek baglanma
affinitesine sahip olacak sekilde rekombinant olarak iiretilmesi bu tezin hipotezini
olusturmaktadir. Bu galisma, A. oryzae'nin, affinite ajan1 olarak kullanim igin yiliksek
baglanma affinitesine sahip VHH'lerin biiyiik 6l¢ekli tiretiminde uygun bir platform

oldugunu gostermektir.
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4. GEREC ve YONTEM

Tez calismasi Bezmialem Vakif Universitesi Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji

Enstitlisti’'nde gerceklestirilmistir.

4.1 Kullamilan Materyaller, Cihazlar ve Kiiltiir Kosullari

Klonlama g¢alismalarinda yararlanilan E.coli TOP10 (#C404010) bakteri
mikroorganizmast Thermo Fisher Scientific (MA, ABD)’den, ifadelenme
calismalarinda kullanilan konak mikroorganizma olan A. oryzae RIB40 (#42149) ise
ATCC (American Type Culture Collection, VA, ABD)’den satin alinmistir. Gen
sentezi GenScript Biotech PTE. LTD (NJ, ABD) firmasina yaptirilmistir. Primer
sentezi Sentebiolab Biyoteknoloji (Tiirkiye) araciliginda yaptirilmistir. DNA

sekanslama Triogen Biyoteknoloji (Istanbul, TR) firmas: araciliginda yaptiriimstir.

Plazmid izolasyon kiti (#K12143) Qiagen (Germany) firmasindan, nikel rezin
(HisPur™ Ni-NTA Resin, #88221) ve jel ekstraksiyon kiti (#K0691, GenelET)
Thermo Fisher Scientific (MA, ABD) firmasindan satin alinmistir. Yatalaz enzimi
(#T017) Takara Bio Inc (Japonya) firmasindan satin alinirken, RNaz A Biofroxx
(#1263MGO050, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Restriksiyon enzimleri ve
DNA ligasyon kit New England Biolabs (MA, ABD)’den tedarik edilmistir. Plazmid
izolasyon kiti Amicon® Ultra-15 santrifiij filtresi (#UFC900308) Merck Millipore
(MA, ABD)’den satin alinmistir. qpZR uygulamasinda kullanilan 2x SYBR green real
time master mix (#NP041010220, Tirkiye) Nepenthe Arastirma Teknolojileri
firmasindan satin alinmustir. Ultrafiltrasyon membrani (Sartocon® Slice 200) ise
Sartorius (GO, Almanya) firmasindan tedarik edilmistir. HRP ile konjiige anti-6x His
tag® antikor (#ab1269) Abcam (Cambridge, Ingiltere) firmasindan satin almmistir.
Nitroseliilloz membran (Amersham™ Protran® Premium, #10600003), PD-10
Desalting kolonu (#17085101) ve Superdex 200 Increase 10/300 GL kolonu
(#28990944) GE Healthcare (IL, ABD)’den satin alinmistir. Kemiliiminesans
belirleme kiti (Western Bright TM Sirius, #K-12043-D10) Advansta (CA, ABD)’den
temin edilmistir. Protein marker (Gangnam-Stain Protein Ladder, #24052) Intron
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Biotechnology (Giliney Kore)’den satin alinmistir. Fermentdr c¢alismalarinda
kullanmak iizere 6 litre total hacmindeki fermentdr (Minifors 2) INFORS HT (Isvigre)

firmasindan satin alinmistir.

Kullanilan diger cihazlar; inkiibator (Thermo Scientific / Heratherm IMC18),
calkalamal1 inkiibator (Inforts HT / Ecotron), Santrifiij sistemleri (Beckman Coulter /
Allegra X-30R, Beckman Coulter / Avanti JXN-26 ve Thermo Scientific / Micro
CL21R), pH metre (HANNA / H12002), su banyosu (Witeg / WB-11), otoklav (Eryigit
T1ibbi Cihazlar), ultrapure su sistemi (Sartorius /Arium Comfort), Western blot cihazi
(Amersham Biosciences / TE70), 1sitma blogu (Thermo Scientific / Drybath Std),
terazi (OHAUS / PA4102), isitmali manyetik karistirict (Benchmark Scientific/Digital
Hotplate Strirrer), absorbans 6l¢lim cihaz1 (ThermoFisher Scientific / NanoDrop One
C), vorteks karistirict (Isolab / IP42), masaiistii calkalayici (Benchmark / Benchrocker
2D), yatay ve dikey elektroforez sistemi (GE Healthcare / Mini VE), Hizh
performansh sivi kromatografisi (Akta Pure kromatografi sistemleri), ¢apraz akish

filtrasyon sistemi (Sartorious Stedim Smart) seklindedir.

Bakterilerin biiylime ortami olarak, %1 tripton, %0,5 maya ekstrakti ve %1 NaCl
iceren Luria Broth (LB) besiyeri kullanilmistir. Rekombinant bakteriler igin besiyeri
ortammna 100 pg/mL ampisilin eklenmistir. A. oryzae biliylime ortami olarak %2
dekstrin, %1 polipepton, %0,5 maya ekstrakti, %0,5 KH2PO4 ve %0.05 MgS04.7H20
iceren DPY besiyeri (pH 5.5) kullanilmistir. ifadelenme asamasinda ise %4 dekstrin,
%1 polipepton, %0,5 maya ekstrakti, %0,5 KH2PO4 ve %0.05 MgSO4.7H20 iceren 2x
DPY besiyeri ortami kullanilmigtir. Minimal besi ortami olarak %0.2 NaNOs3, %0.1
K2HPO4, 9%0.05 MgS04.7H20, %0.05 KCI, %0.001 FeSO4.7H20, %3 siikroz, %5
NaCl ve %2 agar bulunduran Czapek-Dox (CD) besiyeri ortami kullanilmustir.
Oksotrof haline getirilen A. oryzae mikroorganizmast i¢in sivi DPY besiyerine 20 mM
iridin ve %0,2 urasil eklenirken, kat1 CD ortamina 20 mM iiridin, %0,2 urasile ilaveten

1.6 mg/mL 5-FOA eklenmistir.
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4.2 Oksotrof A. oryzae’nin Olusturulmasi

4.2.1 pyrG delesyon vektoriiniin tasarimi ve transformasyona hazirlanmasi

pyrG geni GenBank erisim numaras1 GQ496621.1 dir. pyrG geni bakimindan oksotrof
A. oryzae olusturmak i¢in; yabanil tip A. oryzae RIB40 genomik DNA’s1 kalip olarak
kullanilmistir.  pyrG delesyon isleminin homolog rekombinasyon yoluyla
gerceklesebilmesi i¢in; A. oryzae RIB40 genom dizisinden yedinci kromozomdaki
pyrG geninin [GQ496621.1 (2219667...2220565)] 1.3 kb’lik 5' yukar1 akis bolgesi [5’
pyrG (2218358...2219657)] ve 1.2 kb’lik 3' asagi akis bolgesi [3° pyrG
(2220555...2221755) belirlenmistir. Yukar1 yondeki 1.3 kb’lik niikleotit dizi 5’
ucunda Hindlll ve 3° ucunda Sbfl restriksiyon enzim tanima boélgelerini igerecek
sekilde sentezlettirilmistir. Asagi yondeki 1.2 kb’lik niikleotit dizi 5’ucunda Sbfl ve 3’
ucunda EcoRIl restriksiyon enzim tanima bdlgelerini igerecek  sekilde

sentezlettirilmistir (Sekil 4.1).

- 5 pyrG pyrG A. oryzae RIB40 genomik DNA'st
HindIII
t
5006
!
Sbfl EcoRI
Restriksiyon enzim kesimi ve ligasyon

pUC-pyrGA

Sekil 4.1 : pyrG delesyon vektoriiniin (pUC-pyrGA) olusturulmasinin sematik
gosterimi. pyrG genini kodlayan agik okuma ¢ergevesinin yukart yonde 1.3 kb’lik
bolgesi (5° pyrG), 5° ucunda Hindlll ve 3” ucunda Sbfl restriksiyon enzim tanima

bolgeleri tasimaktadir. Asagi yondeki 1.2 kb’lik bolgesi (3’ pyrG) ise 5* ucunda Sbfl
ve 3’ ucunda ECoRI restriksiyon enzim tanima bolgeleri tasimaktadir.
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5’ pyrG ve 3’ pyrG dizilerinin biraraya getirilmesi igin, sentezlettirilen 5’ pyrG ve 3’
pyrG dizileri, aralarinda Sbfl restriksiyon enzim bolgesi icerecek sekilde dizayn edilen
primerler ile gogaltilmistir. Restriksiyon enzimleri Hindlll, Sbfl ve EcoRl ile kesilerek
birbirine uyumlu hale getirilen diziler, ligasyon yoluyla bir araya getirilmis ve HindllI
ile EcoRI ile kesilmis olan pUC19 vektor omurgasina klonlanmistir (Sekil 4.1).
Olusturulmus olan delesyon vektorii (pUC-pyrGA) sekanslama islemi yapilarak

dogrulanmistir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen alt klonlama c¢aligmalarinda yetenekli hale getirilmis
E. coli TOP10 kullanilmigtir. Bunun igin; E. coli TOP10 mikroorganizmasindan tekli
koloni 5 mL LB Broth besiyerine asilanarak 16 saat boyunca 180 rpm ve 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri soliisyonu 100 mL taze LB Broth
besiyerine 1:100 oraninda seyreltilecek sekilde aktarilmistir. Hazirlanan bakteri
sollisyonu ODgoo degeri 0.4°e ulasincaya kadar 250 rpm ve 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 bakteri soliisyonu 10 dk buzda bekletilmis ve 6000 rpm’de, 4 °C’de
10 dk santrifiijlenmistir. Olusan bakteri ¢okeltisi 6nceden sogutulmus 10 mL 100 mM
CaCl soliisyonu ile yeniden sulandirilmis ve 20 dk boyunca buzda inkiibe edilmistir.
6000 rpm’de ve 4 °C’de 10 dk boyunca santrifiijlemenin ardindan, olusan pelet,
icerisinde %15 oraninda gliserol bulunan 100 mM CaCl ¢dzeltisinin 5 mL’si ile
¢Oziilmiistiir ve elde edilen kompetent hiicreler 100’er pL olacak sekilde alikotlanarak
-80 °C’de transformasyona kadar saklanmistir. Bu kompetent hiicreler tez kapsaminda
gerceklestirilen 1s1 soku ile bakteriyal transformasyon uygulamalarinda kullanilmigtir.
Delesyon kasedini iceren pUC vektorii (pUC-pyrGA) yetenekli hale getirilmis olan E.
coli TOP10 mikroorganizmasina 1s1 soku uygulamasiyla transforme edilmistir. Bu
amagcla, 100 pL kompetent bakteri hiicresine 1 pL (~100 ng) pUC-pyrGA vektorii
eklenmis ve 30 dk buzda bekletilmistir. Kontrol grup olarak, herhangi bir vektor
DNA’nin ilave edilmedigi 100 uL kompetent bakteri hiicresi kullanilmistir. Ardindan
bakteri soliisyonlarini i¢eren tiipler 42 °C’de 45 s boyunca tutulduktan sonra 500 pL
LB broth ile sulandirilmis ve 1 saat boyunca 200 rpm ve 37 °C’de calkalanmustir.
Inkiibasyonun ardindan bakteri soliisyonlari ampisilin iceren LB agar plakalara
yayillmigtir. Plakalar 37 °C’de bir gece tutularak transformant kolonilerin gelismesi
saglanmistir. Gelisen tekli transformant kolonilerden biri gliserol stok almak ve
sonraki agsamalar i¢in gereken miktarda pUC-pyrGA vektorii elde edebilmek i¢in 100

ug/mL ampisilin iceren 100 mL LB siv1 besiyerine aktarilarak bir gece siireyle 37 °C
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ve 200 rpm’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan bakteri soliisyonundan -80
°C’de tutulmak iizere gliserol stok alinmig ve Qiagen izolasyon kiti yardimiyla pUC-
pyrGA vektoriiniin izolasyonu gerceklestirilmistir.

Elde edilen pUC-pyrGA vektori, A. oryzae mikroorganizmasina transformasyon i¢in
EcoRI ve Hindlll restriksiyon enzimleri kullanilarak dogrusal hale getirilmistir (Tablo
4.1). Kesim sonrasi, %1’lik agaroz jelde elektroforezi yapilan dogrusal delesyon
kasedini barindiran DNA, jelden GeneJET jel izolasyon kiti yardimiyla geri

kazanilmstir.

Tablo 4.1: pUC-pyrGA vektoriiniin restriksiyon enzimlerle kesim reaksiyonu.
Reaksiyon kosulu: 37 °C, 2 h.

Reaktan Hacim (uL)
10x restriksiyon enzim kesim tamponu 5
EcoRlI 1
HindlII 1
pUC-pyrGA vektori 20 (~4 ng)
Niikleazlardan arindirilmis su 23
Toplam hacim 50

4.2.2 pyrG oksotrofisinin saglanmasi

Tasarimi yapilarak dogrusal hale getirilmis olan pyrG delesyon kasedi A. oryzae
yabanil tip RIB40 susuna protoplast aracili transformasyonla aktarimistir. A.
oryzae’nin giiclii hiicre duvar1 sebebiyle transformasyon verimi diisiik oldugundan,
transformasyonun etkili bir sekilde gergeklestirilmesi, klonlama asamasinda énemli
bir kritik noktadir ve transformasyonda kullanilacak plazmid konsantrasyonunun,
jelden saflastirildiktan sonra 1,5-2.0 pg araliginda olmasi saglanmistir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen A. oryzae transformasyonlar i¢in Sakai ve ark.’nin
protokoliinden yararlanilmistir [123]. Protoplast hazirlamak amaciyla, A. oryzae
RIB40 mikroorganizmasi 50 mL’lik DPY besiyeri igerisinde ODsoo degeri 0.4 olacak
sekilde asilanmis ve bir gece boyunca 30 °C ve 180 rpm’de inkiibe edilmistir.
Ardindan, Kkiiltiir siispansiyonundaki miselyum, ultraviyole 1sik altinda sterilize
edilmis microcloth adi verilen bir tiilbent yardimiyla filtrelenmistir. Kiiltiir
soliisyonundan ayrigtirilan ve microcloth tizerinde kalan miselyum toplanarak, hiicre

duvarinin lizisini saglayan Yatalaz enzimin %]1 oraninda bulundugu lizis tampon
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¢ozelti (0,2 M Malat Tampon (pH 5.5), 0.6 M (NH4)SOs) i¢ine aktarilmistir. Lizis
islemi i¢in 30 °C ve 180 rpm’de 4 saatlik inkiibasyon gerceklestirilmistir.
Inkiibasyonun ardindan karisim, steril kosulda microcloth yardimiyla filtrelenmistir ve
lizis sonucu olusan sferoplastlar diger bilesenlerden ayristirilmistir. Elde edilen
sferoplast bulunan sivi ¢ozelti, 10 mM Tris—Cl (pH 7.5), 50 mM CaCl»-2H20 ve 1,2
M sorbitol igeren yikama c¢ozeltisi ile karistirilarak 800 xg’de 8 dk boyunca oda
sicakliginda santrifiijlenmistir. Yikama isleminin ardindan, sferoblast ¢dzeltisinden
ornek alinarak hemasitometri cami yardimiyla mikroskop altinda sferoplast sayimi
yapilmustir. Sferoblast ¢ozeltisi 1.6x10° sayisinda olacak sekilde tiiplere aktarilmustir.
Deney grubu olan tiipe 6nceden hazirlanmis olan dogrusal pyrG delesyon kasedi
aktartlmis ve 30 dk buz igerisinde inkiibe edilmistir. Kontrol grup olan tiip ise,
herhangi bir DNA eklenmeden, dogrudan buz tizerine alinmistir. Siire sonunda, deney
ve kontrol tiiplere 10 mM Tris-Cl (pH 7.5), 50 mM CaCl,.2H20 ve %60 PEG 4000
iceren soliisyon eklenmis ve 20 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Karigimlar
yikama ¢ozeltisi eklenerek 800 xg’de 8 dk boyunca santrifiijlenmis ve peletler 500 uL
yikama ¢ozeltisinde sulandirilmigtir. Bu asamadan itibaren, hiicrelerin rejenerasyonu
igin, tiiplerdeki karisim % 0.5 agar iceren CD besiyeri ile nazikge karistirilarak,
onceden hazirlanmig 20 mM iiridin, %0,2 urasil ve %2 agar iceren CD plakalara
yayilmustir. Plakalar 30 °C’de 5-6 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grup
icin ayni protokol izlenmistir ancak, kontrol grubun farki herhangi bir DNA
igermemesidir.

PyrG delesyonu i¢in Ling ve ark.’nin ¢aligmasi referans alinmis ve modifiye edilmistir
[31]. Buna gore; transformasyon sonrasi rejenerasyon CD ortamindaki A. oryzae
transformant hiicreleri, steril su yardimiyla toplanarak, her birinde 4x10° hiicre olacak
sekilde 20 mM iiridin ve %0,2 urasil iceren 20 mL’lik DPY besiyerlerine aktarilmistir.
Bir gece siireyle 30 °C ve 180 rpm inkiibe edilen kiiltiirlerden 0.5 mL alinarak selektif
ortam olan 20 mM iiridin ve %0,2 urasil ile 1,6 mg/mL 5-FOA igeren %2’lik CD agar
plakalara yayilmistir. Plakalar, kolonilerin gelisimi i¢in 30 °C’de 5-6 giin siire ile

inkiibasyona birakilmistir.

4.2.3 pyrG oksotrofisinin dogrulanmasi

Inkiibasyon sonrasi, yayimi yapilmis plakalar yiizeyinde gelisen toplamda 16 adet A.
oryzae kolonisi steril distile su ile toplanarak yeniden selektif ortama (20 mM f{iridin,

%0,2 urasil ile 1,6 mg/mL 5-FOA igeren % 2’lik CD agar) yayilmis ve ayn1 kosullarda
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inkiibasyona birakilmistir. pyrG oksotrof A. oryzae kolonilerinde delesyonun
kaliciligimin izlenmesi igin; bu islem pes pese li¢ kez tekrarlanarak, pyrG delesyonun
kaliciligr test edilmistir. Selektif ortamda gelisen 5-FOA direngli kolonilerden sekiz

tanesi ileri analizler i¢in segilmistir.

Secilen 5-FOA direngli kolonilerin her biri 20 mM iiridin ve %0,2 urasil igeren selektif
DPY besiyerine ve selektif olmayan DPY besiyerine (iiridin ve urasil icermeyen)
ODeoo degeri 0,4 olacak sekilde aktarilmistir. Selektif ve selektif olmayan kiiltiirler
ayn1 kosullar altinda (180 rpm, 30 °C) inkiibe edilmis ve 24. saatin sonunda 6lgiilen
ODeoo degerleri ile baslangic ODeoo degerleri ve selektif-selektif olmayan ortam
bakimindan karsilagtirilmistir.

Genomik DNA izolasyonu i¢in; izolasyon yapilmak istenen koloniler, 20 mM iiridin
ve %0,2 urasil iceren 5 mL’lik DPY besiyerinde 180 rpm, 30 °C’de bir gece siireyle
inkiibe edilerek biiyiitiilmiistiir. Inkiibasyon sonrasi, gelisen miselyumlar toplanarak
200 pL lizis tamponu (10 mM Tris-Cl (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0), % 2 Triton X-
100, %1 SDS ve 0.1 M NaCl) ile sulandirilmistir. Iki déngii olacak sekilde, yaklasik
20 dk -80 °C’de ve 2 dk 95 °C’de tutularak dondur-¢6z islemine tabi tutulmustur. iki
dk siireyle giiclii bir sekilde vortekslendikten sonra 200 pL kloroform eklenmis ve
20.000 xg’de, 3 dk oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Ardindan siipernatant
toplanarak onceden sogutulmus 400 pL %100 etanol ile karistirilmis ve 5 dk’lik
inkiibasyon sonras1 20.000 xg’de, 5 dk oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Santrifiij
sonrasi siipernatant uzaklastirilmis ve elde edilen pelet 500 puL %70 etanol ile 20.000
xg’de, 1 dk oda sicakliginda santrifiijlenerek yikanmis ve kurumaya birakilmistir. Elde
edilen genomik DNA 20 puL TE (Tris-EDTA) tampon ¢ozeltisinde sulandirilmis ve 1
uL RNaz eklenerek 37 °C’de 1-2 saat siireyle tutulmustur. Tiim bu islemler sonrasi
elde edilen genomik DNA’lar, kolonilerin pyrG oksotrof olduklarindan emin olmak
icin qPZR caligmasinda kullanilmistir.

gPZR c¢aligmasi igin, delesyon kasedini olusturan pyrG 3’ ve 5’ bolgelerine
komplementer olacak sekilde tasarlanmis primerler ile, internal kontrol icin
housekeeping gen olarak 18s rRNA primer ¢ifti kullanilmistir. Kullanilan primerler

Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2: qPZR uygulamasinda kullanilan primerler.

Primer Niikleotit Dizisi
pyrG ileri primer ATATCCTCTCCGATTTCAGCGAAGA
pyrG ters primer ATGGTACTGCTTTTGGACTGTGTTT
18s rRNA ileri primer GAAACTCACCAGGTCCAGACAAAAT
18s rRNA ters primer GCAGACAAATCACTCCACCAACTAA

Kalibrator (kontrol grup) olarak yabanil tip A. oryzae RIB40 genomik DNA’s1
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak herhangi bir DNA icermeyen reaksiyon
hazirlanmigtir. Tiim genomik DNA’lar 50 ng/uL ve 5 ng/uL olacak sekilde ayr1 ayri

ve cift tekrarli calisilmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimlari Tablo 4.3’te temsil

edilmistir.
Tablo 4.3: qPZR reaksiyonlari.
Hacim Hacim
Reaktan Reaktan
(uL) (nL)
2x SYBR green RT master 10 2x SYBR green RT master mix 10

mix
pyrG ileri primer (10 uM) 0,75 18s rRNA ileri primer (10 uM) 0,75
pyrG geri primer (10 uM) 0,75 18s rRNA geri primer (10 uM) 0,75

Genomik DNA 1 Genomik DNA 1
Niikleazlardan arindirilmis su 7,5 Niikleazlardan arindirilmis su 7,5
Toplam hacim 20 Toplam hacim 20

qPZR reaksiyon kosullar1 ise Tablo 4.4’te gosterilmektedir.

Tablo 4.4: Uygulanan qPZR parametreleri.

Déngii sayisi Islem Sicaklik (°C)  Zaman ()
[lk denatiirasyon 95 40
. Denatiirasyon 95 10
40 dongi { Yeniden birlesme 60 15
Uzama 72 10
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4.3 Anti-RNaz A VHH’in ifadelenmesi

4.3.1 ifadelenme vektoriiniin pyrG (-) A. oryzae’ e transformasyonu

Tez kapsaminda, pyrG (-) A. oryzae’de iiretiminin gosterilmesi icgin affinite ajani
olarak secilen VHH, riboniikleaz A (RNaz A) ile spesifik olarak etkilesen VHH (anti-
RNaz VHH) yapisidir [124]. Secilen VHH 123 aminoasitten olusmakla birlikte distilfit

bag1 kuran iki sistein kalintisi1 icermektedir ve NCBI ulasim numaras1 2P49 B’dir.

A. oryzae mikroorganizmasi i¢in kodon optimize edilen anti-RNaz A VHH proteinini
kodlayici dizi, A. oryzae’de yiiksek diizeyde iiretilen amilaz promotorii altinda, A.
oryzae ifadelenme vektoriinde olacak sekilde sentezlettirilmistir. EK olarak,

saflastirma prosesinde yararlanilacagi i¢in dizinin C-terminal bolgesine 8x Histag

eklenmistir (Sekil 4.2).

5 —| Amilaz promoter > SS | VHH > Terminator )—<E— 3

Sekil 4.2 : Anti-RNaz VHH ifadelenme vektoriiniin (plazmid-VHH) sematik
gosterimi. SS: sinyal dizisi.

Sentezlettirilen plazmid-VHH vektoriiniin yetenekli hale getirilmis E. coli TOP10
bakteri hiicrelerine 1s1 soku uygulamasi ile, 4.2.1 basliginda anlatildig: gibi, bakteriyal
transformasyonu yapilmistir. Gelisen tekli kolonilerden biri, gliserol stok almak ve
plazmid izolasyonu yapabilmek i¢in 100 pg/mL ampisilin igeren 100 mL LB siv1
besiyerine aktarilarak bir gece siireyle 37 °C ve 200 rpm’de inkiibe edilmistir. Qiagen
izolasyon kiti yardimiyla izole edilen plazmid, A. oryzae transformasyonu icin
restriksiyon enzimler ile kesilerek (Tablo 4.5) dogrusal hale getirilmistir ve ilgilenilen

DNA band1 saflastirma kiti yardimiyla agaroz jelden kazanilmustir.

Tablo 4.5: Plazmid-VHH’in restriksiyon enzimlerle kesim reaksiyonu. Reaksiyon
kosulu: 37 °C, 2 h.

Reaktan Hacim (uL)
10x restriksiyon enzim kesim tamponu 2
EcoRlI 1,5
HindlII 1,5
pUC-pyrGA vektorii 7 (~5 ng)
Niikleazlardan arindirilmis su 8
Toplam hacim 20
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Jelden geri kazanilan, ilgilenilen DNA, pyrG gen delesyonu yapilmis ve dogrulanmis
pyrG oksotrof A. oryzae mikroorganizma hiicrelerine protoplast aracili olarak
transforme edilmistir. Bunun igin; pyrG oksotrof A. oryzae hiicreleri 20 mM {iridin ve
9%0.2 urasil igeren 50 mL’lik DPY besiyeri icerisinde ODsoo 0.4 olacak sekilde
astlanarak On kiiltiir hazirlanmistir. Bir gece boyunca 30 °C ve 180 rpm’de inkiibe
edilmistir. Ardindan, 4.2.2 bashginda anlatildigi gibi A. oryzae transformasyon
adimlar1 izlenmistir. Elde edilen sferoblastlara, jelden geri kazanilmis dogrusal
ilgilenilen DNA eklenmistir. Kontrol gruba herhangi bir DNA eklenmemistir. Gerekli
inkiibasyon ve yikama iglemleri sonrasi, spheroblastlar %0,5 agar igeren CD besiyeri
ile nazikge karistirilarak, 6nceden hazirlanmis yalnizca %2 agar igeren CD plakalara

yayilmistir. Plakalar 30 °C’de 6 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir.

Transfeksiyon kontrolii olarak, yalnizca pyrG genini igeren vektor, restriksiyon
enzimlerle kesilerek dogrusal hale getirilmis ve transformasyon sirasinda
transfeksiyon kontrol grubu olarak sferoblastlara eklenmistir. Transformasyon
protokolii deney grubu ile ayni olacak sekilde takip edilmistir.

Inkiibasyonun 6. giiniinde gelisen tekli kolonilerden rastgele secilen 9 koloni, steril
distile su yardimiyla ayr1 ayri toplanmis ve ifadelenme testinde gereken baslangig
konsantrasyonunu elde edebilmek i¢in taze CD agar plakalara yayilmistir. Plakalar 5-
6 giin boyunca 30 °C’de inkiibe edilmistir.

4.3.2 Rekombinant anti-RNaz A VHH’nin kiiciik ol¢ekte ifadelenmesi

Inkiibasyon sonrasi, yayrmi yapilmis CD plakalar yiizeyinde gelisen transformant A.
oryzae kolonileri steril distile su ile toplanarak 15 mL DPY besiyerinde 4x10° hiicre
olacak sekilde kiiltiir baglatilmistir. Kiiltiirler 180 rpm ve 30 °C’de bir gece boyunca
inkiibe edilmistir. Siire sonunda, kiiltiirler 1:10 oraninda seyreltme uygulanarak 75 mL
2x DPY besiyerine asilanmistir. Asilanan kiiltiirler 180 rpm ve 30 °C’de 7 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Ifadelenme testi kapsaminda inkiibasyon siiresi boyunca, protein
ifadelenmesinin kontrolii ve takibi igin Tglincii, besinci ve yedinci giinlerde
kiiltirlerden toplanan drnekler SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel
elektroforezi) yontemi ile analiz edilmistir. Bunun i¢in, kiiltiir 6rneginin 30 pL’si, 6
uL 6x laemmli tamponu ile karigtirilmig, 95 °C’de 15 dakika tutulduktan sonra %15
oraninda hazirlanan SDS-PAGE jeline yiiklenmistir. 110 V’da 1,5-2 saat yiirtitiilen jel

coomasie mavisi boya ¢ozeltisi ile boyama islemlerine alinmistir. Buna gore belirlenen

30



transformant koloniden gliserol stok alinarak ileri ¢alismalara bu koloni ile devam

edilmistir.

4.3.3 Rekombinant anti-RNaz A VHH’in fermentorde ifadelenmesi

Belirlenen transformant koloni ile fermentasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Bunun igin,
transformant koloni 20 g/L dekstrin, 10 g/L pepton, 5 g/L maya ekstrakti, 1.5 g/L
KH2POy4, 0.15 g/L MgSO4 .7H20 (pH 3,5) i¢eren 400 mL’lik besiyerinde 30 °C ve 250
rpm’de bir gece boyunca biiyiitiilmiistiir (On-kiiltiir). inkiibasyon sonras1, fermentdr
iginde hazirlanarak steril hale getirilmis olan 30 g/L dekstrin, 7.5 g/L (NH4)2SOg4, 3
g/L maya ekstrakti, 1.5 g/L KH2POs, 1 g/L pepton, 1 g/L MgSOs4 .7H20, 1 g/L NaCl,
0.1 g/L CaCl2.2H20, 0.5 mL/L iz element soliisyonu (10.75 g/L ZnSO4.7H20, 1.9 g/L
CuS04.5H20, 0.38 g/L NiCl2.6H20, 10.4 g/L FeS04.7H20) ve 1 mL/L kiipiik
engelleyici soliisyondan olusan biiyiime ortamina, On-kiiltir 1:10 oraninda
seyreltilerek aktarilmistir. Fermentasyon sicakligi 30 °C, pH 5.5, hava akis1 dakikada
1 L, karistirict hizi 400-750 rpm ve ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu %20 olarak

ayarlanmistir. Fermentasyon 120. saatin sonunda sonlandirilmistir.

4.4 Rekombinant Anti-RNaz A VHH’nin Saflastirilmasi

Kiiltir flaski ile yapilan ifadelenme ¢aligmalarinda yedi gilinliik inkiibasyonun
ardindan, fermentor calismasinda bes glinliik inkiibasyon siiresi sonunda, rekombinant
VHH proteinini ifadeleyen A. oryzae kiiltiiri Whatman filtre kagidindan gegirilmis ve
kaba filtreleme yoluyla kiiltiir mediumu konak hiicrelerin kalanindan ayristirilmastir.
Elde edilen siv1 kiiltiir, rekombinant anti-RNaz A VHH’in saflastirilmasi i¢in, 5
kDa’luk molekiil agirlik ayirma sinirina (molecular weight cut off) sahip membran
kullanilarak 10 kat konsantre edilmistir. Konsantre 6rnekteki rekombinant anti-RNaz
A VHH, C-ucunda yer alan 8x-histag sayesinde immobilize edilmis metal affinite
kromatografisinden (IMAC) yararlanilarak dogal (native) kosullarda saflastiriimistir.
Bunun i¢in ilk olarak konsantre 6rnek ile nikel rezin bir araya getirilerek 4 °C’de 2 saat
siire ile calkalanmistir. Ardindan, 6rnek ve rezin yer ¢ekimi akish kolona yiiklenmis
ve Ornegin kolondan ard arda 2 kez gegmesi saglanmistir. Yikama ¢ozeltisi (50 mM
NaH2PO4, 500 mM NaCl, pH 7.4) ile gerceklestirilen yikama isleminin ardindan rezine
bagli rekombinant anti-RNaz A VHH proteinlerinin kolondan ayrilmasi eliisyon
¢ozeltisi (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 7.4) ile
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saglanmigtir. Bu islemler sirasinda toplanan orneklerin %15°lik SDS-PAGE jelinde
analizi ve Western blot analizi yapilmistir.

IMAC ile saflagtirilan rekombinant anti-RNaz A VHH proteinin oldugu eliisyon
¢oOzeltisindeki imidazoliin uzaklastirilmasi i¢in, PD10 Desalting kolon yardimiyla
tampon ¢ozelti degisimi yapilmistir. PBS tampon ¢ozeltisine (137 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, 10 mM NaxHPO4, and 1,8 mM KH2POa, pH 7.4) gegirilen rekombinant anti-
RNaz A VHH proteininin ileri saflastirma islemi icin AKTA pure kromatografi
sisteminde gel filtrasyonu yapilmistir. Bunun i¢in Superdex 200 Increase 10/300 GL
(GE Healthcare, Chicago, IL, ABD) kolonu kullanilmistir. Oda sicakliginda
gerceklestirilen gel filtrasyon tekniginde, denge (equilibration), yikama ve eliisyon
asamalarinda PBS tampon ¢o6zeltisi kullanilmistir. Akis hizi 0,5 mL/dk olarak
uygulanmistir. Anti-RNaz A VHH iceren fraksiyonlar toplanarak 3 kDa’luk molekiil
agirhi@i ayirma smirma sahip Amicon konsantre edici membran sisteminde konsantre
edilmistir. Saflik analizi SDS-PAGE ve Western blot teknikleri ile analiz edilmistir.
Total protein verimi dansitometrik olarak ImageJ 1.53t program: (Ulusal Saglik
Enstitiileri, NIH, ABD) ile belirlenmistir. Total proteinin ve liretilen anti-RNaz A
VHH’in konsantrasyonu, Bradford reaktifi ile 595 nm’de verilen absorbansa gore
spekstrofotometrik olarak Bradford metodu ile incelenmis ve standart protein olarak
BSA kullanilmistir.

Western blot analizi i¢in; SDS-PAGE elektroforez yontemi ile orneklerin jelde
yiiriitiildiikten, nitroseliiloz membrana yar1 1slak ortamda elektrik alanda transfer
edilmistir (blotlama). Transfer tampon ¢ozelti olarak; 25 mM Tris-Cl (pH 8,3), 192
mM glisin ve %20 metanolden olugan Towbin tamponu kullanilmigtir. Blotlanan
membran distile su ve yikama ¢6zeltisi (10 mM Tris-Cl (pH 7,4), % 0,9 NaCl, % 0,2
Tween20) ile ardisik olarak ii¢ dongii olacak sekilde yikandiktan sonra, %5 oraninda
siit tozu igeren yikama c¢ozeltisi i¢ine alinarak 4 °C’de bir gece diisiik hizda
calkalanmistir (bloklama). Bloklama islemininin ardindan fazla bloklama ¢ozeltisinin
uzaklastirilmasi i¢in membran, yikama ¢ozeltisi ile calkalanmistir. HRP ile konjiige
anti-6x His tag® antikor, %5 siit tozu igeren yikama ¢dzeltisinde 1:5000 oraninda
hazirlanmistir. Yikanan membran HRP ile konjiige anti-6x His tag® antikor ile 2,5
saat siireyle 4 °C’de diisilk hizda calkalanarak inkiibe edilmistir. Gergeklestirilen
yikama islemleri sonras1 Western Blot kiti kullanilarak membran kemiliiminesans

olarak incelenmistir.
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4.5 Rekombinant Anti-RNaz A VHH’in Antijeni ile Spesifik Etkilesiminin

incelenmesi
4.5.1 Pull-down analiz

Pull-down analiz HisPur™ Ni-NTA rezin kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney
grubu rekombinant anti-RNaz A VHH ve RNaz A’dan olusurken, kontrol grup
yalnizca RNaz A igermektedir. Her iki grup icin de, 50’ser pL rezin mikrosantrifiij
tiiplere alindiktan sonra, 700 xg’de 2 dk 4 °C’de santrifiijlenerek once 400 uL dH20
daha sonra 400 uL yikama ¢ozeltisi (20 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 7.4) ile
yikanmistir. Ardindan, deney grubu rezinine, PBS ic¢inde hazirlanmis 1.5 mg/L
konsantrasyonundaki anti-RNaz A VHH’den 100 pL eklenmis ve 4 °C’de 1 saat
stireyle calkalanarak inkiibe edilmistir. Kontrol grup rezinine 100 pL. PBS ¢ozeltisi
eklenerek inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi yikama ¢ozeltisi ile yapilan yikama
islemlerini takiben, deney ve kontrol grubu rezinleri 150 uL. RNaz A ¢ozeltisi ile 37
°C’de 1 saat siireyle calkalarak inkiibe edilmistir. Ger¢eklestirilen yikama adimlarinin
ardindan, rezine bagli proteinlerin ayristirilmasi icin eliisyon ¢ozeltisi (50 mM
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 300 mM imidazol, pH 7.4) kullanilmistir. Analiz boyunca

uygulanan adimlardan alinan 6rnekler SDS-PAGE jelde incelenmistir.

4.5.2 Jel filtrasyon kromatografi analizi

Oncelikle rekombinant anti-RNaz A VHH proteini saflagtirildiktan sonra PBS tampon
cozelti ile seyreltilmis ve 0,2 mg/mL konsantrasyonunda 500 pL olacak sekilde AKTA
pure kromatografi sisteminde Superdex 200 Increase 10/300 GL kolonundan
gecirilmistir.

RNaz A, PBS i¢ginde ¢oziilerek 1 mg/mL konsantrasyonunda 500 pL olacak sekilde
hazirlanmistir. Ardindan, rekombinant anti-RNaz A VHH proteini ile ayn1 kosullarda
Superdex 200 Increase 10/300 GL kolonundan gegirilmistir.

RNaz A ile rekombinant anti-RNaz A VHH proteini, son hacim 500 uL olacak sekilde
1:1 oraninda biraraya getirilmis ve 37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan onceki uygulamalardaki ayn1 kosullar takip edilerek Superdex 200 Increase
10/300 GL kolonundan gegirilmistir.

Tim uygulamalarda denge, yikama ve eliisyon asamalarinda PBS tampon ¢6zelti

kullanilmais, akis hiz1 0,5 mL/dk olarak ayarlanmistir.
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4.5.3 Yiizey plazmon rezonans analizi

Yiizey plazmon rezonans analizi i¢in BIAcore T200 sistemi (Cytiva, Sweden) ve ticari
sensOr ¢ipi olarak Series S sensor chip CMS5 kullanilmistir. Saflagtirilmis Anti-RNaz
VHH 10 pL/dk akis hizinda 60 s siireyle akis hiicresi ilizerinde yakalanmustir.
Baglanma kinetigi analizi i¢in; 0 nM, 2 nM, 10 nM ve 50 nM konsantrasyonlarindaki
RNaz A, 30 pL/dk akis hizinda, 75 s birlesme (association) ve 225 s ayrilma
(dissociation) boyunca uygulanmistir. Analizler oda sicakliginda; 10 mM HEPES,
150 mM NaCl, 3mM EDTA ve 0.005% Surfactant P20 (pH 7,4) iceren tampon
cozeltide gerceklestirilmistir. Kinetik hesaplamalar i¢in Biacore T200 Evaluation

Software (version 3.2.1, Cytiva) 1:1 baglanma modeli kullanilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1 Oksotrof A. oryzae’nin Elde Edilmesi ve Test Edilmesi

5.1.1 pyrG delesyon vektorii

pyrG oksotrofik A. oryzae’nin olusturulmasinda gerekli delesyon vektorii (Sekil 4.1)
yabani tip A. oryzae RIB40 genomundan belirlenen pyrG genini kodlayan dizinin agik
okuma cercevesine (ORF, open reading frame) bitisik 1.3 kb boyutundaki 5’
yukariakis (5’ pyrG) ve 1.2 kb boyutundaki 3’ asagiakis bolgesi (3° pyrG)’nin,

aralarinda pyrG ORF olmaksizin biraraya getirilmesi ile olugturulmustur.

Tasarimi yapilan primer ciftleri ile, 5° pyrG bolgesi Hindlll ve Sbfl restriksiyon
enzimlerini, 3* pyrG bolgesi ise Sbfl ve EcoRI restriksiyon enzimlerini tasiyacak
sekilde PZR uygulamasi ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan bu bolgeler Sbfl ile kesilerek
birbirine uyumlu hale getirilmis ve ligasyon ile biraraya gelmeleri saglanmistir ve
pUC19 vektor omurgasina aktarilmiglardir. Olusturulan bu delesyon vektére pUC-
pyrGA adi verilmistir.

5.1.2 pyrG oksotrofik A. oryzae kolonisinin olusturulmasi

pyrG delesyon mekanizmasi; pUC-pyrGA delesyon vektoriindeki 5° pyrG ile 3° pyrG
bolgelerinin, yabani tip A. oryzae’nin pyrG gen lokusundaki 5° yukariakis ve 3’
asagiakis bolgeleri ile homolog rekombinasyon sonucu yer degistirmesi prensibine
dayanmaktadir [31]. Bu nedenle pyrG oksotrofik A. oryzae kolonileri, EcoRI ve
Hindlll restriksiyon enzimleri kullanilarak dogrusal hale getirilen pUC-pyrGA
delesyon vektoriinlin, yabani tip A. oryzae RIB40 susuna protoplast aracili

transformasyonu yoluyla meydana getirilmistir.

Yapilan protoplast aracili transformasyonda sferoblast haline getirilen hiicrelerin
hayatta kalmasi i¢in transformasyon sonrasi rejenerasyonun tamamlanmasi da
gerekmektedir [32]. Bunun i¢in baslangigta, transforme edilen hiicreler, 6nceden
hazirlanmis tiridin, urasil ve 5-FOA igeren selektif CD agar plakalara yayilmistir (Sekil
5.1). pyrG delesyonu gergeklesmis olan (pyrG (-)) hiicrelerin selektif ortamda hayatta
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kalirken, delesyona ugramamamis yabani tip hiicrelerin ise selektif ortamda hayatta
kalamayacagi beklenmistir. Bunun sebebi, yabani tip hiicrelerdeki aktif pyrG geninin
5-FOA’y1 pirimidin biyosentezine katarak metabolize etmesi ve 5-FOA’nin hiicre
bliylimesi lizerindeki inhibe edici etkisi sebebiyle hiicrenin hayatta kalmasini
onleyecek olmasidir. Diger taraftan pyrG (-) hiicreler ise, inaktif pyrG nedeniyle 5-
FOA’y1 metabolize edemeyerek 5-FOAya karsi direng kazanacaklar ve ayn1 zamanda
hiicrenin gelisimi ve hayatta kalmasi igin gerekli olan iridin ve urasili selektif
ortamdan karsiladiklarindan hayatta kalacaklardir (Sekil 5.1).

(A) (B)

Yabanil tip pyrG (-)
toksik etk pirimidin yolak inhibe

Sekil 5.1: Transformasyon sonras1 selektif ortama yayilan hiicrelerin beklenen
davranigi. Yabani tip hiicreler 5-FOA varliginda toksik etki sebebiyle hayatta
kalamazken (A), pyrG delesyonu tamamlanmis hiicreler (pyrG (-)) pirimidin yolak
inhibe oldugundan 5-FOA’ya kars1 diren¢ kazanarak hayatta kalacaklardir (B).

Yapilan ilk denemelerde, 5-FOA’nin varligi yabani tip A. oryzae’nin gelismesini
Onlese de, beklenenin aksine pyrG delesyonuna ugramis herhangi bir A. oryzae
kolonisi hayatta kalamamistir. Plakalarda herhangi bir mikrobiyal iireme
gerceklesmemistir (Sekil 5.2). Bunun {izerine pyrG delesyonu ile alakali literatiir
caligmalar1 tekrar degerlendirilmis ve Ling ve ark.’nin [31] gerceklestirdigi ¢alismada
benzer bir durum ile karsilagilmigtir. Calismada belirtildigi tizere, transformasyon
sirasinda  coklu c¢ekirdek yapisina sahip sferoblastlarin tamami homolog
rekombinasyonla delesyona ugramamaktadir. Bu sferoblastlarin tamaminin 5-
FOA’nin bulundugu rejenerasyon ortamina yayilmasi, aralarinda aktif pyrG lokusuna
sahip transforme olmamis (yabani tip) sferoblastlarin 5-FOA’y1 metabolize ederek
intihar inhibitériine donlismesine sebep olmustur. Transforme olmus pyrG (-)

sferoblastlar ise, aktif pyrG lokusuna sahip yabani tip sferoblastlarin ortaya ¢ikardigi
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intihar inhibitorleri ile ayni ortamda bulunduklarindan, 5-FOA’ya karsi direng

kazanmig olmalar1 hayatta kalmalari i¢in yeterli olmamistir (Sekil 5.2).

(A) (B)

CD agar
urasil

tridin

Yabanil tip pyrG (-)
toksik etla pirimidin yvolak inhibe
toksik etk

Sekil 5.2: Transformasyon sonras1 selektif rejenerasyon ortamina yayilan
sferoblastlarin davranisi. Transforme olmamig yabani tip hiicreler 5-FOA varliinda
toksik etki sebebiyle hayatta kalamamistir (A). pyrG (-) hiicreler ise 5-FOA’ya kars1

direngli olsalar da, ortamdaki yabani tipteki hiicrelerin tirettigi intihar inhibitorleri
nedeniyle hayatta kalamamaistir (B).
Sonraki transformasyon denemelerinde; pyrG delesyon vektorii ile transformasyon
sonrasi, Sferoblastlar yalnizca urasil ve iiridin igeren CD agar plakalara yayilmistir.
Burada, ortama 5-FOA eklenmeyerek, yabani tip ve pyrG (-) A. oryzae hiicrelerinin

cogalmasm saglayacak bir ortam saglanmustir. Inkiibasyonun ardindan, plakalarin

tiim yiizeyini kaplayacak sekilde A. oryzae gelisimi oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.3).

(A) (B)

Yabanil tip pyrG (=)
pirimidin yolak inhibe

Sekil 5.3: Transformasyon sonrasi hiicrelerin urasil ve iiridin igeren selektif olmayan
ortama yayilmasi. Yayilan hiicrelerden, yabani tip ve pyrG (-) hiicrelerin tamami 5-
FOA’nin yoklugunda koloni olusturarak hayatta kalabilmistir.
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Selektif olmayan ortamda gelisen tiim A. oryzae kolonilerinin arasindan yabani tiplerin
elimine edilmesi ve yalnizca pyrG (-) olanlarin seleksiyonun yapilabilmesi igin,
hiicreler toplanarak uridin ve urasil igeren DPY besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Daha
sonra; tiridin, uracil ve 5-FOA igeren selektif CD agar plakalara diliisyon yapilarak
yayilmistir. Beklenildigi gibi (Sekil 5.2), yabani tipteki hiicreler se¢ici ortamda 5-FOA
varliginda gelisemezken, pyrG (-) hiicreler bu ortamda gelisebilmistir (Sekil 5.4).

Sekil 5.4: Yalnizca urasil ve iiridin iceren selektif olmayan DPY besiyerinde
biiyiitiilen transformant hiicre karisiminin seyreltilerek; urasil, tiridin ve 5-FOA
iceren selektif ortamlara yayilmasi. (A) Selektif ortama yayilan transformant hiicre
karisiminda delesyona ugramis hiicre bulunmamaktadir, bu sebeple 5-FOA
varliginda koloni gelisimine rastlanmamustir. Plaka yiizeyinde goriilen hiicreler DPY
besiyerinden yayilan baslangigtaki hiicrelerdir ve koloni gelistirmemislerdir. (B)
Selektif ortama yayilan transformant hiicre karisiminda var olan pyrG (-) koloniler 5-
FOA’ya direncli olduklarindan koloni gelistirebilmislerdir. (A) ve (B) plaka
ylizeyinde goriilen kiiltiirlenmemis diger hiicreler ise DPY besiyerinden yayilan
baslangigtaki hiicrelerdir ve pyrG delesyonuna ugramamis olduklarindan koloni
gelistirememislerdir.

5.1.3 Oksotrofik kolonilerin dogrulanmasi

Selektif ortamda gelisen pyrG (-) kolonilerinin (Sekil 5.4(B)) delesyonunun
kararliligin1 incelemek amaciyla, pyrG (-) koloniler toplanmis, yeniden urasil, tiridin
ve 5-FOA’l selektif ortama yayilarak inkiibe edilmistir (Sekil 5.5). Bu adim pes pese

3 kez tekrarlanarak, delesyonun kalicilig1 gosterilmistir.

Oksotrof kolonilerin selektif ve selektif olmayan ortamdaki davramigi izlenerek
oksotrof olduklarin1 dogrulamak ve biiylime davranisinda urasil ve iiridinin 6énemini
gozlemlemek igin, pyrG (-) koloniler selektif ve selektif olmayan DPY besiyerine
astlanmistir (Sekil 5.5(B) ve Sekil 5.5(C)). Inkiibasyon sonrasinda, urasil ile iiridin
icermeyen DPY besiyerinde pyrG (-) hiicrelerinin ODegoo degerinde anlamli bir fark
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gozlenmezken (Sekil 5.5(C)), wurasil ile {iiridin iceren DPY besiyerinde ODegoo
degerinde 10 kat artis (baslangic ODe0o:0.4 ve inkiibasyon sonrast ODeoo:4.32)
goriilmistiir (Sekil 5.5(B)). Beklenildigi tizere, pyrG (-) kolonilerinin hayatta kalmas1
ve ¢ogalmasi icin urasil ve iiridinin dis ortama eklenmesi gerekmektedir. Ek olarak,
yapilan ¢alismalarda, oksotrof haline getirilen organizmada morfolojik herhangi bir

degisim gozlenmemistir.

Sekil 5.5: pyrG (-) kolonilerin selektif ortamlarda ¢ogaltilmasi. (A) Delesyonun
kaliciliginin gosterilmesi amaciyla pyrG (-) kolonilerin urasil, tiridin ve 5-FOA
iceren selektif CD ortaminda tekrarli gogaltilmasi. (B) pyrG (-) koloninin urasil ve
iiridin i¢ceren DPY ortaminda gelisimi. (C) pyrG (-) koloninin urasil ve iiridin
icermeyen DPY ortaminda gelisimi.

5-FOA direngli kolonilerden, ileri analizler i¢in izole edilen genomik DNA’lardan
pyrG ve 18s rRNA primer ciftleri ile iki farkli konsantrasyon i¢in qPZR ¢alismalar1
yaptlmistir. Elde edilen Ct degerlerine gore (Sekil 5.6), relative quantification
(goreceli miktar belirleme) analizi gergeklestirilmis ve veriler referans gen olan 18s
rRNA genine karsi normalize edilerek ‘fold difference’ belirlenmistir. Bunun igin,

Livak metodu [125] ad1 da verilen 224°T metodu kullanilmustir.
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Sekil 5.6: qPZR verilerinin grafige aktarilmis hali.

Livak metodunda;

Oncelikle, hedef gen olan pyrG’nin test edildigi kolonilerin ve referans gen olan 18s
rRNA’nin test edildigi kolonilerin ortalama Ct degerleri alinmistir. Bu deger
kullanilarak, pyrG primer c¢ifti ile elde edilen Ct degerinin, referans gen ile
normalizasyonu hem test edilen 6rnekler hem de kontrol grup ile yapilmistir (Denklem

5.1 ve Denklem 5.2):

ACt (test) = Ct (test,pyrg) — Ct (test 18s rRNA) (5.1)

ACt (kontrol) = Ct (kontrol,pyrg) — Ct (kontrol, 18s rRNA) (5.2)

Test edilen orneklerin ACt degerinin kontrol 6rneginin ACt degeri ile

normalizasyonu yapilmistir (Denklem 5.3):

AACt = ACt (test) — ACt (kontrol) (5.3)
Son olarak, ifadelenme orani (fold difference, fold increase/decrease) hesaplanmistir

(Denklem 5.4):

2744C = ifadelenme orant (5.4)
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Elde edilen veriler Tablo 5.1°da verilmistir. Sonuglara gore; #1, #3, #4, #5 ve #6 olarak
isimlendirilen pyrG (-) kolonilerinde pyrG gen delesyonu islemi %100 oraninda

basariyla gergeklestirilmistir.

Tablo 5.1: gPZR verilerinin Livak metodu yardimiyla relative quantification
(goreceli miktar belirleme) analizi.

Ornek | Primer ifti | Ct ACt | AACt - AACt %odelesyon
pyrG 40
Kor  8s\RNA | 40 0 - - -
pyrG 24,4 ]
RIBAO T8 IRNA | 174 / - .

pyrG 40

1 esmRNA | 725 | 275 | 1575 | 181450107 100
pyrG 24,93

#2 T8sTRNA | 1oz | 901 | 201 | 0248273124 75
pyrG 40

3 gsRNA [ i675 | 2325 | 1625 | 128311x10° 100
pyrG 40

# T8sTRNA | 129 | 2L71 | 17.71 | 3.7312x10° 100
pyrG 40

#5 T8sTRNA | 1537 | 2163 | 1463 | 3,04395x10° 100
pyrG 37,56

%  TesrRNA | 1656 | 2L 14 | 6,10352x10° 100
pyrG 25,25

# TBSTRNA | 1717 | 808 | 108 | 0473028823 53
pyrG 30,02

#8 T8sTRNA | 1728 | 1274 | 574 | 0,018710605 08

Elde edilen veriler sonucunda, %100 delesyon oran1 belirlenmis pyrG (-)
kolonilerinden biri (Sekil 5.7) ile tez kapsamindaki rekombinant protein iiretim

calismalarina geg¢ilmistir.
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CD agar plaka Urasil, iiridin ve S-FOA iceren
CD agar plaka

yabani tip
(WT)

Sekil 5.7: ifadelenme calismalari igin secilen pyrG (-) A. oryzae’nin ve yabani tip A.
oryzae kolonisinin selektif ve selektif olmayan ortamda gosterilmesi. Yabani tip A.
oryzae CD agar plakada gelismekte (sol tist), 5-FOA iceren CD agar plakada
gelismemektedir (sag iist). Secilen pyrG (-) A. oryzae urasil ile tiridinin bulunmadigi
CD agar plakada gelismezken (sol alt), 5-FOA’ya direngli oldugu i¢in urasil ve
tiridinin de oldugu CD agar plakada gelismistir (sag alt).

5.2 Rekombinant Anti-RNaz A VHH Affinite Ajaninin ifadelenmesi

Affinite ajan1 olarak anti-RNaz A VHH’in kiiltir flaskinda ve fermentorde tiretimi
basariyla gerceklestirilmistir. Buna gore; plazmid-VHH ile pyrG oksotrof A. oryzae
transforme edilmistir. CD agar plakalarda gelisen A. oryzae transformant
kolonilerinden segilen ¢ok sayidaki koloninin kiiltiir flasklarinda yapilan ifadelenme
testi i¢in, kiiltlirlerden toplanan 6rnekler SDS-PAGE jelinde analiz edilmistir (Sekil
5.8 (A)). Jel incelendiginde; segilen tiim kolonilerin yaklasik 13 kDa boyutundaki anti-
RNaz A VHH affinite ajanini ifadeledigi tespit edilmistir. Sekil 5.8 gostermektedir ki
transformant A. oryzae kolonileri konak hiicreye ait olan proteinlere ek olarak, giiglii
salgilama kapasiteleri sayesinde rekombinant anti-RNaz A VHH proteini hiicre disina
salgilamistir ve bu sebeple kiiltiir ortaminda konaga ait dogal proteinler ve ifadelenen
rekombinant anti-RNaz A VHH proteini rahatlikla goriilebilmektedir. Ayrica
transformant kolonilerin arasinda ifadelenme diizeyi olarak bir fark olmadig
anlagilmistir (Sekil 5.8(A)). Ek olarak transfeksiyon kontrolii olarak, yalnizca pyrG
geninin bulundugu plazmidle yapilan transformasyon sonras1 CD agar plakada gelisen

kolonilerden biri ile ifadelenme testi yapilmis ve inkiibasyonun yedinci giiniinde
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alinan 6rnek SDS-PAGE jelinde incelenmistir (Sekil 5.8(B), serit2). Yaklasik 13 kDa
boyutundaki anti-RNaz A VHH’e benzer herhangi bir protein bandina transfeksiyon
kontrolii 6rneginde rastlanmamaistir. Kii¢iik hacimde yapilan kiiltiir flaski denemeleri
sonrast biiylik hacimde iiretim i¢in; anti-RNaz A VHH ifadeleyen kolonilerden secilen
biri ile fermentdrde iretim yapilmistir. Fermentasyonun 120. saatinde alinan 6rnek
SDS-PAGE jelinde transfeksiyon kontrol ile karsilagtirmali olarak incelenmistir (Sekil
5.8 (B), serit3).
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Anti RNaz A VHH Anti RNaz A VHH

Sekil 5.8: Ifadelenme calismalarinda, inkiibe edilen kolonilerin kiiltiir ortamindan
alinan 6rneklerin SDS-PAGE jel profilleri. (A) Anti-RNaz AVHH ifadeleyen A.
oryzae transformant kolonilerden elde edilen 6rneklerin jel profili. Serit 1: Protein
belirteci. Serit 2-8: Secilen transformant kolonilerin kiiltiir 6rnekleri. (B)
Transfeksiyon kontrol 6rneginin ve fermentorde ifadelenme ¢aligmasi yapilan anti-
RNaz A VHH ifadeleyen koloninin kiiltlir ortamindan alinan 6rnegin jel profili.

5.3 Rekombinant Anti-RNaz A VHH Affinite Ajaminin Saflastiriimasi

A. oryzae RIB40 pyrG(-) mikroorganizmasinda ifadelenen anti-RNaz A VHH affinite
ajaninin  saflagtirilmasi, dizinin C-terminal ucuna eklenen 8xHis-tag dizisinden
yararlanilarak dogal (native) kosullarda gerceklestirilmistir. IMAC teknigi ile yapilan
saflagtirma  islemi sirasinda toplanan Orneklerin  SDS-PAGE jel analizi

gerceklestirilmistir (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9: Anti-RNaz A VHH affinite ajaninin biiyiik hacimde ifadelenmesi sonrasi
yapilan, IMAC teknigi ile saflagtirma prosesinden toplanan drneklerin SDS-PAGE
analizi. Serit 1: Protein belirteci. Serit 2: anti-RNaz A VHH ifadeleyen A. oryzae
kiiltiir ortam1 6rnegi. Serit 3-4: IMAC rezine spesifik olmayan baglanmalarin
giderilmesi i¢in ard arda yapilan yikama agamalarindan toplanan 6rnekler. Serit 5-7:
IMAC rezinden eliisyon ¢6zeltisi gegirilmesiyle toplanan 6rnekler.

Sekil 5.9°daki jel incelendiginde; baslangigta kiiltiir 6rneginde (Sekil 5.9, serit2)
bulunan yaklasik 13 kDa’daki rekombinant anti-RNaz A proteini rezin ile etkilesmistir
ve rezinden eliisyon ¢ozeltisi yardimiyla ayristirilmigtir. SDS-PAGE analizine ek
olarak, ifadelenen rekombinant anti-RNaz VHH’1n dogrulamasi, C-ucunda 8xHistag
tagidig1 i¢in, 6xHis Tag Monoklonal Antikor kullanilarak Western blot teknigi ile de
gerceklestirilmistir (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10: Ifadelenen anti-RNaz A VHH affinite ajanmin karsilastirmali olarak
SDS-PAGE jelinde (A) ve Western blot analizinde (B) incelenmesi. Seritl: Protein
belirteci. Serit 2: Kiiltiirden alinan 6rnek. Serit 3: IMAC rezininin yikama
asamasindan toplanan 6rnek. Serit 4: IMAC rezinden eliisyon ¢ozeltisi gegirildikten
sonra toplanan eliisyon 6rnegi.

SDS-PAGE ve Western blot analizlerinde goriildiigii tlizere yaklagik 13 kDa
boyutundaki anti-RNaz A VHH diretimi ve saflastirma islemi basariyla

gerceklestirilmistir ve yalnizca IMAC kullanarak yiiksek saflikta rekombinant VHH



proteinin elde edilebildigi anlasilmistir, dolayisiyla kompleks asagi-akis

uygulamalarina ihtiya¢ duyulmamustir.

Saflagtirilan anti-RNaz A VHH affinite ajaninin oldugu eliisyon ¢o6zeltisindeki

imidazoliin uzaklastirilmasi igin, anti-RNaz A VHH, PD10 Desalting kolon yardimiyla
PBS ¢ozeltisine gecirilmistir (Sekil 5.11).

Sekil 5.11: PD10 Desalting kolon kullanilarak PBS i¢inde olacak sekilde elde edilen
saf rekombinant anti-RNaz A VHH elde edilmesi. Serit 1-2: PD10 kolona yiiklenen
imidazol igeren 6rnek. Serit 3: Protein belirteci. Serit 4-5: PD10 kolondan elde edilen
PBS i¢indeki saf anti-RNaz A VHH.

PBS tampon ¢o6zelti igindeki rekombinant anti-RNaz A VHH proteini, ileri saflagtirma
islemi i¢in Superdex 200 Increase 10/300 GL kolon kullanilarak gel filtrasyonuna tabi
tutulmustur. Elde edilen kromatogram (Sekil 5.12), saf anti-RNaz A VHH proteinini

ve literatiir ile uyumlu sekilde monomerik davranisini gostermistir.
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Sekil 5.12: Saflastirilan rekombinant anti-RNaz A VHH proteininin gel filtrasyon
kromatogrami
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Saflastirilan anti-RNaz A VHH proteini dansitometrik olarak ve Bradford analizinde
incelenmistir ve kiiltiir flaskinda saf anti-RNaz A VHH verimi 44 mg/L olarak

belirlenirken, ferment6rdeki tiretimin verimi 1.4 g/L olarak 6l¢iilmiistiir.

5.4 Rekombinant Anti-RNaz A VHH ‘in Antijeni ile Spesifik Etkilesimi

Saflastirilan rekombinant anti-RNaz A VHH affinite ajaninin, antijeni olan RNaz A
ile spesifik etkilesimi ti¢ farkli metot ile gosterilmistir; pull-down analizi, jel filtrasyon
kromatografi analizi ve SPR analizi. SPR yontemi ile anti-RNaz A VHH’in, RNaz A

ile baglanma affinitesi tespit edilmistir.

5.4.1 Pull-down analizi ile spesifik etkilesimin gosterilmesi

Rekombinant anti-RNaz A VHH ile RNaz A arasindaki etkilesimi incelemek {lizere
dogal (native) kosullar altinda pull-down analiz gergeklestirilmistir ve analiz
asamalarindan elde edilen 6rnekler SDS-PAGE jelde analiz edilmistir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13: Anti RNaz A VHH ile RNaz A arasindaki spesifik etkilesiminin pull-
down analizi ile gosterilmesi. Serit 1: Deney grubu rezinin anti-RNaz A VHH
inkiibasyonu sonucu elde edilen 6rnek. Serit 2: Deney grubu rezinin anti-RNaz A
VHH ile inkiibasyon sonras1 yitkama 6rnegi. Serit 3: Protein Belirteci. Serit 4: Deney
grubu rezinin anti-RNaz A VHH sonrasi RNaz A ile inkiibasyonundan alinan 6rnek.
Serit 5: Kontrol grubu rezinin RNaz A inkiibasyonundan alinan 6rnek. Serit 6: Deney
grubu rezinin RNaz A ile inkiibasyon sonrasi yikama 6rnegi. Serit 7: Kontrol grubu
rezinin RNaz A ile inkiibasyon sonrasi yikama 6rnegi. Serit 8: Deney grubu rezinin
eliisyon drnegi. Serit 9: Kontrol grubu rezinin eliisyon 6rnegi. I: Inkiibasyon asamasi.
Y: Yikama asamasi. E: Eliisyon agamasi.
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Sekil 5.13 incelendiginde; serit 1°de goriildiigii tizere deney grubu rezini ile
etkilestikten sonra, rezinin kapasitesinin asilmasi sebebiyle baglanamayan fazla
miktardaki anti-RNaz A VHH santrifiij sonrasi rezinden uzaklastirilmistir. Serit 2’de
spesifik olmayan etkilesimlerin 6nlenmesi igin gergeklestirilen ilk yikamadan alinan
ornek goriilmektedir, burada kalan fazla miktardaki anti-RNaz A VHH, yikama ile
uzaklastirilmistir. Serit 4’de anti-RNaz A VHH ile inkiibe edilerek yikandiktan sonra
RNaz A ile muamele edilen deney grubu rezini goriilmektedir. Serit 4’de goriildiigi
gibi, rezine bagli durumdaki anti-RNaz A VHH ile etkilestikten sonra, kalan
etkilesmemis fazla miktardaki RNaz A santrifiij sonrasi rezinden uzaklastirilmistir.
Serit 5°de ise yalnizca RNaz A ile inkiibe edilen kontrol grup goriilmektedir ve RNaz
A histag igermediginden kontrol grubu reziniyle etkilesmeyerek santrifiij asamasinda
geri toplanmstir. Serit 6’da, anti-RNaz A VHH ve RNaz A ile inkiibasyonu sonrasi
deney grubu rezininin yikama ¢ozeltisinde RNaz A’nin fazlasinin santrifiyj ile geri
alindig1 gortilmektedir. Serit 7°de kontrol grubu rezinin yikanmasi sonucu RNaz A’nin
tamamen rezinden uzaklastigi anlasilmaktadir. Son olarak, serit 8’de deney grubu
rezinine baglh konumdaki anti-RNaz A VHH ile sonradan rezinle inkiibe edilen RNaz
A arasinda gergeklesen etkilesim sonucu, eliisyon 6rneginde hem anti-RNaz A VHH
ve hem de RNaz A’ya ait protein bantlar1 goriilmektedir. Ancak serit 9’da kontrol
grubu rezin baslangigta anti-RNaz A VHH ile inkiibe edilmedigi i¢in, RNaz A ile
etkilesim meydana gelmemistir ve ellisyon asamasina gelene kadar kontrol grubu
rezini tim RNaz A proteininden yikama asamalarinda kurtulmustur ve eliisyon

¢oOzeltisinde herhangi bir protein bandina rastlanmamustir.

5.4.2 Jel filtrasyon kromatografi analizi ile spesifik etkilesimin gosterilmesi

Jel filtrasyon kromatografi tekniginde, {i¢ boyutlu yapidaki anti-RNaz A VHH’nin
RNaz A proteini ile etkileserek bir kompleks yap1 meydana getirebilmesi i¢in dogru
tic boyutlu yapida olmasi gerekmektedir. Jel filtrasyon analizinde; anti-RNaz A
VHH’in RNaz A ile olusturdugu kompleks yapiya ait bir pik elde edilmistir. Buna
gore; A. oryzae’de ifadelenerek saflagtirilmis olan anti-RNaz A VHH’in bu etkilesim

icin dogru konformasyonel formdadir.

Analizde, ~13 kDa molekiiler agirliga sahip saf rekombinant anti-RNaz A VHH
proteininin (Sekil 5.14) ve ~13.7 kDa molekiiler agirliga sahip RNaz A proteininin
(Sekil 5.15) ayr1 ayr1 olacak sekilde Superdex 200 Increase 10/300 GL gel filtrasyon
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kolonundan gegirilerek jel filtrasyon kromatogramlari elde edilmistir. Ardindan,
birlikte inkiibe edilen rekombinant anti-RNaz A VHH ve RNaz A protein karisiminin
jel filtrasyon kromatogrami elde edilmistir (Sekil 5.16).

Kromatogramlar incelendiginde; yalnizca saf rekombinant anti-RNaz A VHH
proteininin yer aldigi uygulamada; 14.46 mL eliisyon hacminde (Sekil 5.14) ve
yalnizca RNaz A’nin yer aldig1 uygulamada ise 13.46 mL eliisyon hacmide (Sekil
5.15) birer pik goriilmektedir. Rekombinant anti RNaz A VHH ile RNaz A karisiminin
yer aldig1 uygulamada ise; RNaz A’ya ait olan 13.46 mL eliisyon hacmindeki pike ek
olarak, daha yiiksek molekiiler agirliga sahip oldugu igin kolondan daha 6nce ayrilan
(11.67 mL eliisyon hacminde) farkli bir molekiile ait pik alinmigtir. Ayrica, karigima
ait olan kromatogramda rekombinant anti-RNaz A VHH’e ait olan pike (14.46 mL
eliisyon hacmindeki) rastlanmamistir. Buna gore; elde edilen bu pikin karisim
igindeki, rekombinant anti RNaz A VHH’in RNaz A molekiilleri ile etkileserek

kompleks olusturmasi neticesinde olustugu kanisina varilmistir (Sekil 5.16).

anti-RNaz A VHH
14,46
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Sekil 5.14: Jel filtrasyon kromatografi ile spesifik etkilesimin gosterilmesi i¢in
yalnizca rekombinant anti-RNaz A VHH’in Superdex 200 Increase 10/300 GL
kolondan gecirilmesi ile elde edilen jel filtrasyon kromatograma.
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Sekil 5.15: Jel filtrasyon kromatografi ile spesifik etkilesimin gosterilmesi i¢in
yalnizca RNaz A proteininin Superdex 200 Increase 10/300 GL kolondan gegirilmesi
ile elde edilen jel filtrasyon kromatograma.
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Sekil 5.16: Jel filtrasyon kromatografi ile spesifik etkilesimin gosterilmesi i¢in
birlikte inkiibe edilen anti-RNaz A VHH ile RNaz A proteini karigiminin inkiibasyon
sonrast Superdex 200 Increase 10/300 GL kolondan gegirilmesi ile elde edilen jel
filtrasyon kromatogrami.

Sonug olarak; jel filtrasyon kromatografi analizi pyrG (-) A. oryzae’de iiretilen
rekombinant anti-RNaz A VHH affinite ajaninin hedef antijeni olan RNaz A ile

basarili bir sekilde {i¢ boyutlu kompleks olusturdugunu dogrulamstir.

Pull-down analiz ve gel filtrasyon kromatografi analiz sonuglari, A. oryzae’de
ifadelenen rekombinant anti-RNaz A VHH affinite ajan1 ile RNaz A arasinda etkilesim
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oldugunu dolayisiyla iiretilen rekombinant anti-RNaz A VHH’in fonksiyonel 6zellik

gosterdigini dogrulamistir.

5.4.3 Yiizey plazmon rezonans ile baglanma affinitesinin tayini

Saflastirilan rekombinant anti-RNaz A VHH proteini ile, RNaz A arasindaki etkilesim
gel filtrasyon kromatografi ve pull-down analizi ile incelendikten sonra ylizey
plazmon rezonans teknigiyle de incelenmistir. Elde edilen SPR sensorgramlari Sekil
5.17°de goriilmektedir. Rekombinant anti-RNaz A VHH, anti-histag antikorun
immobilize edildigi akis hiicresinin yiizeyinde yakalanmistir. Kinetik analiz pyrG (-)
A. oryzae’de iretilen rekombinant anti-RNaz A VHH ile RNaz A’nin artan

konsantrasyonu arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir.

Yamwt (RU, Response Unit)

I‘ \i ‘ | I‘ \I 1 \I
-100 50 0 50 100 150 200 250 300 350

Zaman (3)

Sekil 5.17: Yiizey plasmon rezonans analizinden elde edilen sensorgramlar.
Sensorgramlarda renkli ¢izgiler ol¢iilen egrileri, siyah ¢izgiler uyum egrilerini
gostermektedir. Kirmizi egri en diisitk RNaz A konsantrasyonunu gosterirken, mavi
egri en yiiksek RNaz A konsantrasyonunu gostermektedir. Her egrinin blank (kor) ile
farki alindiktan sonra RNaz A ile baglanma etkinligi incelenmistir.

Anti-RNaz A VHH nin RNaz A’ya baglanma affinitesi 1.91 nM olarak 6l¢iilmiistiir
(Tablo 5.2). Bu deger, E. coli konak hiicresinde iiretilen anti-RNaz A VHH’in
baglanma affinitesi olan 35 nM ile kiyaslandiginda, pyrG oksotrofik A. oryzae’de
tiretilen anti-RNaz A VHH’in RNaz A ile yaklasik 18,3 kat daha yiiksek affinite

gosterdigine isaret etmektedir.
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Tablo 5.2: Rekombinant anti-RNaz A VHH’in SPR kinetik analiz sonuglar1. (ka:
baglanma hiz sabiti, kd: ayrilma hiz sabiti, Kd: baglanma affinitesi.

Ka (Ms?) kd (s1) Kd (nM)
1,827x10° 0,003488 191

Bu tez ¢alismasinda; anti-RNaz A VHH affinite ajani, olusturulan pyrG oksotrofik A.
oryzae ifadelenme sisteminde yiiksek hacimde ve fonksiyonel olarak {iretilmistir.
Kiiciik hacim ifadelenme c¢alismasindan alinan verim 44 mg/L. iken, fermenter
ortaminda saglanan daha kontrollii sartlarda alinan verim 1.4 g/L olarak belirlenmistir.
A. oryzae’nin uzun yillardir fermentasyon teknolojisinde kullanilan giivenilir bir
mikroorganizma olmast ve yiiksek diizeyde salgilama kapasitesine sahip olusu
fonksiyonel oOzellikte affinite ajanlarmin yiiksek oOlgekte iiretimi igin ideal bir

ifadelenme sistemi oldugu bu caligma ile kanitlanmistir.

Rekombinant VHH iiretiminde, diisiik maliyet, yiiksek biiyiime hiz1 ve kolay genetik
manipiilasyon avantajlari nedeniyle E. coli ifadelenme sistemleri kullanilmaktadir. Bu
kapsamda, literatiir calismalar1 incelendiginde; oldukca degisken sonuglarin alindigi
goriilmiistiir [2]. Uretilen VHH verimindeki degisimin, konak hiicreye, iiretilmek
istenen VHH’in yapisina, ve kullanilan fiizyon tag tipine bagli olarak degistigi
anlasilmaktadir [105,108]. Bu sebeplerle, dogru katlanmis formda VHH {iretilmesi
icin ¢esitli mutagenez, optimizasyon, farkli fiizyon tag kullanimlari ve yeniden
katlanma stratejilerine ihtiya¢ duyulmustur [126]. Salema ve ark.’nin bir ¢alismasinda,
E. coli’de iiretilen VHHin ifadelenme veriminin oldukg¢a degisken oldugu ve maltoz-
baglayict protein ile fiizyon yapilarak verimin 12 mg/L diizeyine arttirilabildigi
goriilmistiir. Ancak, Salema ve ark.’nin ¢alismasinda, maltoz baglayici protein ile
fiizyon halde bulunan VHH’in affinitesinde, monomerik VHH’e kiyasla azalma
oldugu anlasilmistir. EK olarak, monomerik VHH yapisinin elde edilmesi amaciyla,
flizyon protein kullanimina bagli olarak saflastirma islemlerinde amiloz rezin ile
saflagtirma, enzimatik uygulama ve IMAC adimlarim1 gerektiren coklu alt-akis
prosesleri gerekmistir [114]. Bagka bir ¢alismada ise, yeni nesil ipek fibroinin fiizyon
protein olarak kullanilmasinin tiretilen VHH’in affinitesinde kayba neden olmadigi
bulunmustur [113]. E.coli ifadelenme sisteminde yiiksek hacimde VHH iiretimi
saglanan ¢alismalar da bulunmaktadir. Bunlardan birinde Zarschler ve ark. yeni bir
kiiltirleme ve ifadelenme stratejisi kullanarak 200 mg/L’ye kadar verime ulagmistir
[111]. Dolayisiyla, basarili sonuglar alinmig olmakla birlikte, E. coli ifadelenme

sisteminin; smirli molekiiler saperonlari olmasi, sinirli periplazmik hacme sahip
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olmasi, ifadelenen rekombinant proteinin hiicre igeriginden izole edilmesi i¢in hiicre
lizis yontemlerine bagvurulmasini gerektirmesi, 6zellikle disiilfit bagina sahip VHH
yapisina bagli olarak inkliizyon cisimciklerinin olusmasi sebebiyle yeniden katlanma
gibi ugrastiric1 metotlarin izlenmesini gerektirmesi bu sistemde yiliksek hacimde
fonksiyonel VHH iiretiminde karsilasilan zorluklardir [1,2]. Ayrica endotoksin varlig
da giivenilir {iriin tiretimi konusundaki diger bir endise olarak degerlendirilmektedir.
Bu tez caligmasinda, RNaz A ile spesifik etkilesen VHH proteini A. oryzae’de dogal
kosullarda ve hiicre lizisi veya yeniden katlanma gibi herhangi bir kompleks alt-akis

prosesine ihtiya¢ kalmadan yiiksek verimde iiretilmistir.

Bakteriyal ifadelenme sistemleri haricinde, 6zellikle disiilfit bag1 igeren VHH’lerin
fonksiyonel iiretiminde translasyonel-sonras1 modifikasyon yapma kabiliyetine sahip
olduklar1 i¢in 6karyotik ifadelenme sistemlerinin avantajlarindan da yararlanilmistir
[76,105,108,126]. Memeli hiicrelerinde ifadelenme sistemleri zaman alic1, maliyetli ve
kompleks yontemler gerektirdigi i¢in yiiksek dlgekte tiretim icin pratik olmadigindan,
maya ifadelenme sistemleri kullanish sistemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir [2].
Frenken ve ark.’nin ¢alismasinda S. cerevisia konak mikroorganizmasinda 100 mg/L
VHH verimine ulagilabilmistir [127]. Rahbarizadeh ve ark.’nin ¢aligmasinda ise ilk
kez P. pastoris konak mikroorganizmasinda genis 6l¢ekte VHH 10-15 mg/L verimde
tiretilebilmistir [118]. Ancak maya ifadelenme sisteminin VHH {iiretim diizeyi, konak
hiicrenin salgilama verimine bagli olarak degismekte oldugu da bilinmektedir. A.
oryzae ise okaryotik konak mikroorganizmalar arasinda giiclii salgilama kapasitesi ile
one cikmaktadir [129]. Ek olarak, translasyon-sonrasi modifikasyonlar agisindan
kiyaslandiginda; S. cerevisia tirettigi rekombinant proteinleri yiiksek mannoz igerigi
ile glikolize ederken A. oryzae iirettigi rekombinant proteinlere kisa oligo-glikan
yapilar ilave etmektedir. ki konak hiicre arasindaki bu fark, iiretilmesi istenen
rekombinant proteinin islevselliginde ve kullanim alanina bagli olarak immiin yanit1

tetikleyici olma gibi 6zelliklerinde 6nem arz eden farklar dogurabilmektedir [128].

Joosten ve ark.’nin ¢aligmasinda, A. awaromi’de iretilen ve azo boyalara spesifik
baglanabilen VHH’in (7.5 mg/L) %80’inin fungal hiicre duvar ile etkilesim halinde
olmasi1 sebebiyle degradasyona ugradig tespit edilmistir [120]. Joosten ve ark. baska
bir caligmada, peroksidaz geni ve bir azo boyaya baglanma aktivitesi gosteren kodlama
dizisinden olusan iki islevli VHH'ler liretmislerdir. Salgilanan rekombinant VHH'lerin

proteolitik bozulmasini azaltmak ve ayrica nihai verimi artirmak i¢in kiiltiir ortamina
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BSA eklemislerdir. Bununla birlikte, eksprese edilen iki islevli VHH'lerin 6nemli bir
kisminin, yanlig katlanmanin nedeniyle hiicre i¢inde kaldigini tespit etmislerdir [130].
Bu tez ¢alismasinda rekombinant anti-RNaz VHH yiiksek saflikta ve 44 mg/L verimde
monomerik olarak tiretilmistir. Yedi giinliik kii¢iik hacimde ifadelenme ve 120 saatlik
fermentorde ifadelenme caligsmalarinda giinliik toplanan 6rneklerde kiiltiir ortamina
salgilanan rekombinant anti-RNaz A VHH proteinde uzun dénem -20 °C depolama

kosulunda herhangi bir degradasyona rastlanmamustir.

Okazaki ve ark.’nin niaD mutant A. oryzae’de trettikleri anti-EGFR VHH proteini
fiizyon bir proteinle ve mangan siliperoksit dismutaz promotorii altinda ifadelenmistir
[121]. On giinliik inkiibasyon siirecinden sonra, iiretilen rekombinant anti-EGFR VHH
strastyla seramik hidroksiapatit kolon, katyon degisimi ve gel filtrasyon teknikleriyle
saflastirilmistir. Filizyon partneri olmadan 21 mg/L verim elde edilmisken, flizyon
partneri ile birlikte 73,8 mg/L verim alinmistir. Fiizyon partnerin ise post-translasyonel
modifikasyonlar sirasinda proteazlar tarafindan yapidan ayrilabildigi de anlasilmistir
[121]. Farkli raportér proteinlerin rekombinant VHH {iretimi iizerine etkisinin
arastirildigi Hisada ve ark.’nin ¢alismasinda, taka-amilaz, glikoamilaz, endoglunaz A
ve endoglunaz B raportér proteinler arasindan en yiiksek verime 0.155 mg/mL ile
glikoamilaz ile ulasmiglardir [122]. Ayrica elde ettikleri glikolize formdaki
rekombinant VHH yapilarinin E. coli'de ifade edilen VHH'e benzer baglanma
kabiliyetine sahip oldugu tespit edilmistir [122]. Bu tez ¢alismasinda disiilfit bagina
sahip VHH affinite ajanlarinin yiiksek verimde fonksiyonel olarak iiretimi igin
onerilen ve elde edilen bulgularla islevselligi ispatlanan ifadelenme sistemi amilaz

promotoriin kullanildigi pyrG oksotrofik A. oryzae ifadelenme sistemidir.

Affinite ajani olarak goriintiileme, tani ve tespit sistemlerinde kullanilacak bir
molekiilin hedef antijeni ile olan baglanma affinitesi, s6z konusu affinite ajaninin
kullanim etkinligini gelistirecegi gibi, daha hizli ve etkili sonuclarin alinmasini
saglayacaktir. Tez calismasinda {iretilen anti-RNaz A VHH daha o6nce E. coli
ifadelenme sisteminde liretilmis olan ve ii¢ boyutlu yapist bilinen VHH yapisidir ve
RNaz A ile baglanma affinitesi daha once yiizey plazmon rezonans ile 35 nM olarak
Olgiilmiistiir [124]. Bu tez kapsaminda ise A. oryzae’de ifadelenen anti-RNaz A
VHH’in baglanma affinitesi ylizey plazmon rezonans ile 1.91 nM olarak

belirlenmistir. Bu deger, E. coli’de iiretilenden 18.3 kat daha fazla baglanma
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affinitesine isaret etmektedir ve A. oryzae’de tiretilen anti-RNaz A VHH’in affinite

ajani olarak degerlendirilme potansiyelini 6nemli 6lgiide yiikseltmektedir.

A. oryzae’de ifadelenen anti-RNaz A VHH’in aminoasit dizisinde A.oryzae’de
glikolize olma ihtimali bulunan bir glikolizasyon motifi bulunmamaktadir. Ancak,
aminoasit igeriginin, glikolizasyona uygun olan tirozin ve serin bakimmdan zengin
olmasi glikolizasyon potansiyelini yiikseltmistir. Baglanma affinitesindeki 18,3
oranindaki artis tirozin ve serin kalintilarina eklenen glikan yapilarin neticesi olarak

yorumlanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Goriintiileme, teshis, tedavi ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan mAb'lerin
eksikliklerinin iistesinden gelmede affinite ajan1 olarak VHH’ler 6nemli istiinlikler
gostermektedir. Bu tstiinliiklerden en 6nemlileri; yiiksek affinite, yiikksek termal ve
denatiire edici ajanlara kars1 kararlilik, katt monomerik davranis, yiiksek ¢oziiniirliik,
kiiciik boyutu ile hedefe ulagma ve mikrobiyal sistemlerde ifadelenme kolaylig1 ve son
olarak immiinojenik yanitlar1 tetikleyen bir Fc bileseninin bulunmamasidir. Bu
ozellikleri VHH’leri bircok biyoteknolojik uygulamaya miikemmel uyum saglayan
¢ok yonlii affinite ajanlar1 olmalarini saglamaktadir. Bu nedenle, ¢esitli biyoteknolojik
uygulamalarda, tani, teshis ve goriintiillemedeki affinite ajan ihtiyacini kargilamak igin
islevsel, biiyiik miktarda VHH {iretimi saglayan, ekonomik bir alternatif platformun

kurulmasi gereklidir.

Tez caligmasi kapsaminda GRAS statiisiinde giivenilir olan, giiglii heterelog protein
salgilama kabiliyetine sahip ve endiistriyel Ol¢ekte iiretime uygulanabilir olan A.
oryzae ifadelenme sistemi kullanilarak yiiksek verimde, fonksiyonel ve antijenine
kars1 yiiksek baglanma affinitesi gdsteren VHH iiretilmistir. Uretilen VHH’in
islevselliginin analizini ger¢eklestirebilmek adina daha once E. coli’de iiretilmis, ti¢
boyutlu yapist ve hedef antijeni bilinen anti-RNaz A VHH ifadelenen affinite ajani
olarak secilmistir. Uretimde yiiksek verim elde edebilmek igin, literatiir
calismalarindan yararlanilarak amilaz promotor geni kullanilmistir. Oksotrofi olarak
kararlt ve smirsiz sekilde kullanima izin veren bir platform insast saglayan pyrG
oksotrofisi tercih edilmistir. pyrG oksotrofisi kararliligin saglanmasi igin ultraviyole
ya da kimyasal ajan kullanmak yerine homolog rekombinasyon yoluyla gen degisimi

sonucu tretilmistir [33].

Kiiciik hacimde elde edilen sonuglarin genis hacimde, dolayisiyla endiistriye
uyarlanabilirliginin ispatlanmasi i¢in fermentdrde ifadelenme caligsmasi da basariyla
gerceklestirilmistir. Buna gore; kiiciik hacimde iiretim verimi 44 mg/L iken,
fermentorde tretim verimi 1.4 g/L olarak saptanmustir. Ayn1 zamanda iiretilen, yiiksek

safliktaki anti-RNaz A VHH’in monomerik davranisi jel filtrasyon teknigi ile
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gosterilmistir. Anti-RNaz A VHH’in hedef antijeni olan RNaz A’ya kars1 baglanma
affinitesi ise 1,91 nM’lik degeri ile, E.coli’de iiretilen benzerine kiyasla 18.3 kat daha
yiiksektir. Dolayisiyla, A. oryzae’de ifadelenen anti-RNaz A VHH yiiksek affiniteye
sahiptir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, olusturulan pyrG
oksotrofik A. oryzae ifadelenme sisteminin gesitli affinite ajanlarinin ifadelenmesi igin
kolay uygulanabilir ve gii¢lii bir alternatif platform oldugu kanitlanmistir. Ozellikle,
E. coli ifadelenme sisteminde giicliikle karsilagilan VHH’lerin ifadelenmesinde
kurulan pyrG oksotrofik A. oryzae umut vericidir. Ayrica, bu tez ¢alismasi, gelecekteki
biyoteknolojik uygulamalara hizmet edecek etkili affinite ajanlart arayisinda,
antijenlerine yiiksek baglanma aktivitesine sahip VHH'lerin verimli ve uygun maliyetli
tiretimine yonelik talebi karsilamada ileri ¢alismalarin Oniinii agma potansiyeline

sahiptir.
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