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OZET

AGIZDAN ASI ADAYI Clostridium difficile YUZEY PROTEINI GENI slpA’nin
Agrobacterium tumefaciens’e AKTARILMASI

Clostridium difficile insanlarda antibiyotige bagli ishal ve psddomembrandz
enterokolit etmeni olan anaerob bir patojendir. Diinya genelinde antibiyotige bagl ishal
vakalarimim %15-30’u C. difficile kaynaklidir. C. difficile enfeksiyonundan korunmak
icin halihazirda herhangi bir as1 ya da tedavi bulunmamaktadir. Bagirsak epitel
hiicreleri,  slpA proteinleri ile uyarildiginda buna kars1 anti-slpA antikorlarini
tiretmektedir. Boylece konakg1 hiicrelere C. difficile’nin yapismasinin engelledigi son

yillardaki ¢alismalarda gosterilmistir.

Calismamiz, bitkinin iretecegi Yiizey-Katman Proteinleri (Surface-Layer
Proteins- sIpA) ile C. difficile’nin insan bagirsaginda kolonizasyonunu engelleyip bu
etkene bagli enfeksiyonlarin Onlenmesini saglamak iizerine olusturulmustur. Ayni
zamanda yenilebilir as1 olarak kullanilabilecek transgenik bitkilerin iiretilmesinde,

indirekt gen aktarim etmeni olarak rekombinant A. tumefaciens bakterisi elde edilmistir.

Bu amagla calismanin birinci asamasinda, vektor olarak kullanilan A.
tumefaciens’e onciil proteini sentezleyen LMW_sSIpA geni klonlanmigtir. Transgenik
basari, LMW_sIpA geninin PZT ve sonrasinda yapilan elektroforez sonucu agaroz jelde

947 baz cifti bolgede bantlar goriilmistiir.



ABSTRACT

TRANSFERRING ORAL VACCINE CANDIDATE Clostridium
difficile SURFACE PROTEIN GENE sIpA TO Agrobacterium tumefaciens

Clostridium difficile is an anaerobic bacteria that causes antibiotic-induced
diarrhea and pseudomembranous enterocolitis in humans. It is responsible for 15-30 %
of antibiotic-related diarrhea cases worldwide. There is currently no vaccine or
treatment to prevent C. difficile infection. Recent studies have shown that anti-slpA
antibodies are produced against the human intestinal epithelial cells when stimulated

with sIpA proteins and inhibits the adhesion of C. difficile to host cells.

With the present study we aim to generate the plants that expressing sIpA which
prevents binding of C. difficile to intestinal epithelial cells of human. Therefore, C.
difficile causing infection is obscured. Recombinant A. tumefaciens bacteria were
obtained as indirect gene transfer agent that generate transgenic plants which can be

used as edible vaccines.

For this purpose, in the beginning on this study, the LMW _sIpA gene that
synthesized the precursor protein was cloned to the cloning vector of A. tumefaciens.

Transgenic success was achieved by electrophoresis of the LMW_sIpA gene.
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1. GIRIS VE AMAC

Clostridium difficile, gram-pozitif, ¢ubuk seklinde, spor olusturan, zorunlu
anaerob ve hareketli bir bakteridir. C. difficile insanlar ve hayvanlarda
pseudomembrandz enterokolit adi verilen antibiyotik ile iligkili ishal etmenidir
(Borriello ve ark., 1990; Kuipers ve ark., 1998; Cerquetti ve ark., 2000). Kendisi i¢in
ortam kosullart kdtiilestiginde spor iiretir (Ryan ve ark., 2004). Antibiyotik alimi ile
bagirsak normal florasinin baskilanmasi sonucunda, antibiyotige direngli C. difficile
vejetatif forma gegerek g¢ogalir ve konak-kolonizasyon faktorleri etkilesimi ile hastaliga

neden olur (Voth ve ark., 2005).

TcdA ve TcdB genleri ile kodlanan Toksin A (enterotoksin) ve Toksin B
(sitotoksin), klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasindan sorumlu iki 6nemli toksindir (Voth ve
ark., 2005). Bu toksinlerin etki mekanizmalari aydinlatilmis olmasina karsin,
kolonizasyon siireci heniiz netlestirilememistir. Buna karsin  C. difficile
kolonizasyonunda adezinlerin de kilit rol oynadigi birgok duvar proteini oldugu
gosterilmistir (Waligora, 2001; Hennequin ve ark., 2001; Tasteyre ve ark., 2001;
Hennequin ve ark., 2003). Bu hiicre duvari yapilarindan en ¢ok bulunan ve baglanmada
onemli roli oldugu disiinilen yilizey katman (“Surface-Layer Protein —SLP-")
proteinleridir (Calabi ve ark., 2002). Yiizey katman proteininin yiiksek ve diisiik
molekiiler agirlikli (HMW ve LMW) iki altbirimi, 2160 baz cifti biiyiikliigiindeki sIpA
geni tarafindan kodlanir ve Onciil protein yiizeyde sistein proteaz enzimi ile iki parcaya
ayrilir (Kirby ve ark., 2009). Yiiksek molekiiler agirlikli SLP (HMW- slp (42-48 kDa),
onciil proteinin C —terminalidir ve gastrointestinal dokuya tutunmada rol alir (Calabi ve
ark., 2002). Diisiik molekiiler agirliklt SLP (LMW-slp) (32-38 kDa), onciil proteinin N-
terminalidir, en dis katmani kaplar, dis ¢evreyle ilk temas1 saglar ve kolonizasyon
stirecinin baslamasinda rol aldig1 diistiniiliir (Cerquetti ve ark., 2000; Calabi ve ark.,
2002; Eidhin ve ark., 2006).

C. difficile’ye ait slpA proteini ile ilgili fareler ve hamsterlar lizerinde yapilan in
vivo deneylerde, intra-rektal yoldan lokal immiinizasyon yontemi kullanilmistir
(Pechine ve ark., 2007). Molekiiler yontemlerle elde edilen slpA proteini ile asilanan

farelerden alinan diski 6rneklerinde, SIpA’ya 6zgiil IgA, asillanmayan farelere oranla



daha yiiksek miktarda saptanmistir. SIpA, intra-rektal asilanan hamsterlerde ise 6nemli

ol¢iide 6zgiil IgG tiretimine neden oldugu saptanmistir (Bruxelle ve ark., 2015).

llaglar ve asilar genellikle yiiksek maliyetli olup 6zel saklama kosullari
gerektirir. Transgenik bitkilerle yapilan arastirmalar emniyetli, saf ve yiiksek etkili
terapotik proteinlerin biiyiik 6lgekte liretim firsatin1 sunmaktadir. Arastirmacilar tagima,
saklama ve uygulama kosullar1 agisindan geleneksel enjekte edilen agilardan daha kolay
olan yenilebilir asilar gelistirmek tlizere ¢alismalar yapmaktadir (Barak ve ark., 2010).
Bu bitkilerde iiretilen asilar sadece gereksinim duyulan antijenleri iiretir bu nedenle
genetik modifikasyonla iiretilen asilar, etken maddeleri siklikla zararli yan etkilere

neden olan geleneksel asilardan daha giivenli olabilir (Conway, 1998).

Son yillarda Clostridium difficile enfeksiyonu (CDE), Amerika, Kanada ve ¢ogu
Avrupa lilkelerinde {iilkemizde oldugu gibi ¢ok ©nemli bir saglik sorunu haline
gelmistir. Tiirkiye’de izole edilmis sekiz izolat, ribotip 001 olarak bildirilmistir (Barbut
ve ark., 2007). Hastane kaynakli olusan enfeksiyonlarla birlikte toplum kaynakli

enfeksiyonlar tiim diinyada ciddi bir yayilim gostermektedir.

Yenilebilir as1 teknolojisiyle, agiz yoluyla alinacak rekombinant bitki organlar
ile sindirim kanalinda IgG firetiminin uyarilmast ve immiin bagisiklik saglanmasi
amaclanmaktadir. Soguk zincir gereksinimi olmamasi, kitlelerce tiiketilebilir olmasi ve

uygulamasinin zahmetsiz olmasi {istiinliik saglamaktadir.

Calismamizda, gram (-) bir toprak bakterisi olan A. tumefaciens ‘in indirekt gen
aktarim vektorli olarak kullanilarak, C. difficile kolonizasyonunda rolii oldugu
caligmalarla gosterilmis ylizey katman proteini genini (SIpA) ihtiva eden plazmidlerin
diizenlenmesi ve bitki doku kiiltiirii sistemlerine uygun olarak hazir hale getirilmesi
hedeflenmistir. Bu basarildig1 takdirde ileride yapilacak ¢alismalar ile bitkilerde iiretilen

bu proteinin agizdan asilamada etkinligi arastirilabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1. Psédomembranoz Enterokolit Etmeni Olarak Clostridium difficile

2. 1. 1. Bakteriyel 6zellikleri ve taksonomisi

Ust Alem Bacteria

Alem Eubacteria

Sube Firmicutes

Simif Clostridia

Takim Clostridiales

Aile Clostridiaceae

Cins Clostridium

Tiir Clostridium difficile

Tablo 2.1. C. difficile *nin sistematigi

Clostridiaceae familyasinin bir iiyesi olan C. difficile, gram-pozitif, ¢ubuk
seklinde, spor olusturan, zorunlu anaerob ve hareketli bir bakteridir. Peritrik flagella
yapisina sahiptir. Flagella hiicre ylizeyini tamamen ¢evreler ve bu sayede yiiksek
diizeyde hareket yetenegi kazanir (Poxton ve ark., 2005). C. difficile Enfeksiyonu
(CDE)’ndan sorumlu patojendir. Insanlarda ve hayvanlarda antibiyotige bagli ishal ve
psodomembrandz kolit (yalanci zarla Ortiilii kalin bagirsak iltihabi) etmenidir.
Cogunlukla antibiyotik tedavisini takiben hastalarin kolonunu enfekte eden firsat¢i bir
patojendir. C. difficile bagirsak hiicrelerine zarar veren ve bagirsakta iltihaba neden olan
iki toksin olan TcdA ve TcdB tretir (Borriello ve ark., 1990; Kuipers ve ark., 1998;
Cerquetti ve ark., 2000; Hurley ve ark., 2002; Bartlett, 2006).



C. difficile ismi, ig anlamina gelen Yunanca “Kloster” kelimesinden tiiremistir.
1935 yilinda ilk defa saglikli yenidoganlarin digkilarindan elde edilmis ve
izolasyonunun zorlugundan, anaerobic ortama ihtiya¢ duydugundan ve kiiltiirde ¢ok
yavas biiytime gosterdiginden dolay1 Bacillus difficilis olarak isimlendirilmistir (Hall ve
O’toole 1935). Bartlett ve arkadaslarimin 1978’de yaptigi calismada, C. difficile’nin
psddomembrandz kolit ve antibiyotik iligkili ishal hastalarinin digkilarindaki sitotoksin
kaynagi oldugu belirlenene kadar nonpatogenik goriilmekteydi. (Tedesco, 1974; Barlett,
1978; Elliott ve ark., 2007; McCollum ve ark., 2012).

Sekil 2.1. A. Gram boyama yapilmis C. difficile mikroskop goriintiisii. B. Endospore
(kirmiz1) olusturan C. difficile renklendirilmis transmisyon elektron mikrografi (Aslam

ve ark., 2005)

C. difficile digski- agiz yoluyla ya da sporlarla kontamine yiizeylerden temasla
bulasir. Optimal tireme 1s1s1 37°C (98.6 °F)’dir, bu da insan viicudunu C. difficile igin
ideal bir konak haline getirir (Vonberg ve ark., 2008). Sporlarin asidine gosterdigi
direng ile mideden zarar gérmeden gegebilirler. Bagirsakta vejetatif forma gecerek

cogalirlar. Bagirsak mikroflorasina yerlesen C. difficile, antibiyotik etkisiyle



mikroflorayr baskilar ve bunun sonucunda kolonize olur. Antibiyotige direngli C.
difficile vejetatif formda konak-kolonizasyon faktorleri etkilesimi ile hastaliga neden
olur (Voth ve ark., 2005). Vejetatif formdaki anaerobik C. difficile cansiz yiizeyde 24
saate kadar canliligini siirdiirebilmesine karsin sporlar oksijenli ortam ve cansiz yiizeyde

2 seneye kadar canli kalabilir (McCollum ve ark., 2012).

Hastanelerde ve diger saglik kuruluslarinda bakterileri tasiyan insanlarin yiizdesi
cok daha fazladir ve bu iletimin kesilmesi olduk¢a zordur (Mayo Clinic, 2013). Siklikla
hastane ve diger saglik kuruluslarindan yayilim gosterse de toprak, kanalizasyon ve

diger memelilerin diskilarinda da kolaylikla bulunabilir (al Saif ve Brazier, 1996).

2. 1. 2. C. difficile patogenezi ve Kklinik o6zellikleri

C. difficile nin sebep oldugu ishal vakalarinda en 6nemli faktor uzun siireli ve
genis spektrumlu antibiyotik kullaninudir. Onciil hastaligin siddeti, ilerlemis yas,
bagisiklik durumu, gastrointestinal sisteme disaridan yapilan miidahaleler ve hastaneden
yatma siiresi diger risk faktorleridir (Bignardi, 1998; Cohen ve ark., 2010). Antibiyotik
kullanimina bagli ishal semptomlari, kullanim esnasinda ve antibiyotik tedavisinin
bitmesini takip eden 8 hafta icinde goriilebilir (Simor, 2010). Antibiyotikle iligkili C.
difficile enfeksiyonu (CDE) tablolarinin ortaya ¢ikisinda beta-laktam antibiyotik
grubunun 6n planda oldugu go6zlenmis, ikincil olarak kinolon kullanimini,
aminoglikozidlerin takip ettigi goriilmistiir (Urban ve ark., 2002; Deniz ve ark., 2011).
Antibiyotik kullanimina bagli olarak mikroorganizmalarin birbirleriyle rekabet halinde
bulundugu bagirsak florasinin dengesi bozulur ve baskilanan C. difficile sporlart aktif
halde vejetatif forma gecerek toksin salgilar (Leclair ve ark., 2010). Hastalik, belirti
gostermeyen kolonizasyondan, orta siddetli ishal, kolit ve ileri asamalarda 6liime varan
klinik tablolarda seyredebilir. Bazi hastalarda, cerrahi miidahaleyle kalin bagirsagin
alinmasi C. difficile tedavisi igin en acil yoldur. Hastalik ortadan kalktiktan sonra bile
cogu hastada ishal sikintisi devam etmekte, hastalarin 1/5’inde hastaligin niiksetmesi

siklikla goriilen bir klinik tablo olusturmaktadir (Barnett, 2012).

C. difficile enfeksiyonu sebepli ishal, hafif-orta siddetli karin agrisi, istahsizlik,
bulanti, kusma, sekretuvar ishal ve digkida bol 16kosit varligiyla seyreder. Ates ve

halsizlik nadiren de olsa goriilebilir. Kolit vakalarinda ise bu belirtilere ek olarak,



yiiksek ates (>38°C) ve diskida eritrosit de goriiliir (Johnson, 2009). Kolit en sik goriilen
CDE tablosudur. Psodomembrandz olup olmamasindan bagimsiz olarak klinik seyri
ciddi etkiler gostermektedir. Psddomembrandz kolit ise C. difficile igin tipiktir.
Semptomlar: kolitten daha agirdir ve hasta endoskopik muayenelerinde kalin bagirsakta
sar1 renkli lezyon artist ve kolorektal mukozada psddomembran olusumu goriiliir.
Psodomembranlarin kolonoskopi ile goriilmesi, tani i¢in gerekli olmasa da, C. difficile

tanisin1 dogrular (Sekil 2.2.). (Vaishnavi, 2010; Burke ve Lamont, 2014).

Sekil 2.2. Psodomembranz kolit. Insan kolonundan psédomembranlarin kolonoskopi
goruntisu.

C. difficile tiirleri, Toksin A (enterotoksin) ve Toksin B (sitotoksin) olarak
adlandirilan iki toksin tiretmektedir (Voth ve ark., 2005). Bu toksinler birbirine benzer
etki mekanizmalarina sahiptir ve patojenik lokus olarak adlandirilan genom bolgesi
genleri tarafindan kodlanir. ToksinA ve toksinB’nin sentezi ve diizenlenmesinden
sorumlu tcdA, tcdB, tcdC, tcdR ve tcdE genleri bu patojenik lokusta bulunmaktadir.
Hastalik yapmayan C. difficile suslarinda ise bu patojenik lokus bdlgesi yoktur
(Johnson, 2009).



Asemptomatik C. difficile tasiyicilarinda Toksin A igin yiiksek IgG iretimi
saptanmistir. Bu antikorlarin CDE’nin klinik semptomlarinin ortaya ¢ikmasini dnledigi
gosterilmistir (Kyne ve ark., 2000). Klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasindan biiyiik
cogunlukla Toksin A ve Toksin B sorumludur ve her ikisi de sitotoksik aktiviteye
sahiptir (Voth ve ark., 2005). Endositozla bagirsak epitel hiicrelerine giren toksinler,
hiicre iskeletinin 6nemli proteinlerinden Ras ve Rho proteinlerinin aktivasyonunu
glikolizasyon ile durdurarak hiicre iskelet yapisin1 bozarlar. Iskelet yapis1 bozulan hiicre
icinde baglar kopar ve permeabilite artis1 sekretuvar ishal goriilmesine neden olur
(Poxton ve ark., 2001; Johnson, 2009). Ayn1 zamanda toksinlerin, bazi sitokinlerin
salgilanmasiyla inflamatuvar yanitin ve psédomembran yapisinin olugmasina sebep

olduklar1 anlasilmistir (Poxton ve ark., 2001).

Kolon mukozasinda reseptor gelisimi yeterli olmadigindan yenidoganlarda
%50’yi asan oranda asemptomatik tastyicilik goriilmektedir. Bebeklerdeki bu yiiksek
tastyicilik yiizdeleri 2 yasindan itibaren azalarak eriskinlerdeki seviyelere iner (Yassin
ve ark., 2001). Saglik ¢alisanlarinda ise tastyicilik oran1 %20°’dir (Riggs, 2007). Saglikli
yetiskinlerde yas ilerledikge tasiyicilik oranlar1 (%15-25) yiiksek goriilmektedir. Bunun
sebebi tam olarak netlestirilemese de immiin yanitin ilerleyen yaslarda azalmasindan

kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Spencer, 1998; Yassin ve ark., 2001).

2. 1. 3. C. difficile yiizey proteini (Surface- Layer Protein — slpA) ve intestinal

kolonizasyondaki rolii

C. difficile bagirsak yiizeyinde ¢ogalmak ve toksin salgilayabilmek igin saglikli
bagirsak florasinin dengesinin bozulmasma ihtiyag duymaktadir.  C. difficile
enfeksiyonunda bagirsak mikroflorasi olduk¢a ©Onemli koruyucu bir faktordiir.
Mikrofloranin bu koruyucu etkisine kolonizasyon direnci denilmektedir. Bu sebeple
antibiyotik kullanimi enfeksiyon olusmasi ile dogrudan iliskilidir (Boriello, 1998;
Spencer, 1998; Yilmaz ve ark., 2000; Yassin ve ark., 2001).

Diger bircok enterik patojende oldugu gibi, C. difficile de konak
kolonizasyonunu baglatabilmek i¢in bagirsak mukozasina baglanmalidir (Kyne ve ark.,
2001; Vedantam ve ark., 2012). C. difficile nin salgiladig1 toksin A ve B, klinik

belirtilerin goriilmesindeki etki mekanizmalar1 ortaya konulmus olmasina ragmen



kolonize olma siireci net olarak belirlenememistir. Fakat C. difficile kolonizasyonunda
adezinlerin kilit rol oynadig1 ¢ok sayida duvar proteini oldugu gdsterilmistir (Waligora,
2001; Hennequin ve ark., 2001; Tasteyre ve ark., 2001; Hennequin ve ark., 2003).
Sonraki yillarda yapilan galismalarda, C. difficile bagirsak yiizeyinde kolonizasyon
stirecinde hiicre duvari yiizey proteinlerinin etkin oldugu gosterilmektedir (Calabi ve
ark., 2002).

Coklu C. difficile adezinleri, flagellar yapisal filament proteini FliC, flagellar
kapak proteini FliD (Tasteyre ve ark., 2001), fibronektin baglayan proteinler
(Hennequin ve ark., 2003; Barketi-Klai ve ark., 2011), bir 1si-sok proteini, GroEL
(Ternan ve ark., 2012), yiizey iliskili, 1s1-sok-uyarilmis adezin, Cwp66 (Waligora ve
ark.,2001) ve ylizey proteini, SIpA (Calabi ve ark., 2001; Calabi ve ark., 2002; Calabi
ve Fairweather, 2002) olarak tanimlanmistir. SlpA, biyolojik olarak farkli iki birim,
yiikksek molekiiler agirlikli (HMW) ve diisiik molekiiler agirlikli (LMW) alt tiniteleri
icerir, bunlar tek bir prekiirsor proteinin hiicre duvari proteini (Cell Wall Protein)
Cwp84 aracilifiyla boliinmesiyle elde edilir ve bakteriyel yiizey iizerinde bir
parakristalin kafes i¢ine monte edilir. C. difficile hiicre duvari yapilarindan en g¢ok
bulunan ve baglanmada 6nemli rolii oldugu diisiiniilen adezin, ylizey-katman (“Surface-

Layer Protein —SLP-") proteinleridir (Calabi ve ark., 2002).

SIpA geni, diger bir¢ok yiizey iliskili proteini kodlayan 17 gen dizisindeki iki
gen tarafindan kodlanir (Cerquetti ve ark., 2000; Karjalainen ve ark., 2001). sIpA geni
diisiik ve yiiksek molekiiler agirlikli (LMW ve HMW) iki altbirimi, yaklasik 2160 baz
cifti blyiikligiindeki SIpA geni tarafindan kodlanir ve Onciil protein yiizeyde sistein
proteaz enzimi ile iki par¢aya ayrilir (Kirby ve ark., 2009). Yiiksek molekiiler agirlikli
ylizey katman proteini (HMW_SIpA - 42-48 kDa), onciil proteinin C-terminalidir ve
gastrointestinal dokuya tutunmayi saglar (Calabi ve ark., 2002). Diisiik molekiiler
agirlikli yizey katman proteini (LMW _SIpA - 32-38 kDa), onciil proteinin N-
terminalidir ve bakterinin en dis katmanini kaplar (Sekil. 2.3. B.) (Cerquetti ve ark.,
2000; Calabi ve ark., 2002; Eidhin ve ark., 2006).
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Sekil. 2.3. C. difficile 630 igin slpA aminoasit dizisi ve ORF organizasyonu. A. C. difficile 630
susuna ait slpA Oncii proteininin aminoasit dizilimi (GenBank: YP_001089306). Siyahla
isaretlenen aminoasitler sinyal peptidin, ve gri renkle isaretlenen aminoasitler HMW _sIpA ile
etkilesime katilan kalintilart gosterir. LMW- sIpA’y1 sentezleyen aminoasitler alti ¢izili olarak
gosterilmistir. Siyah tiggen, iki olgun slp’nin iiretilmesiyle sonuglanan boliinme bolgesini
gosterir. B. SIpA Oncii proteininin sematik gosterimi. Siyah kisim, sinyal peptidini gosterir, agik
gri kisim, LMW _slpA igindeki korunmus bolgeyi gosterir ve siyah tiggen, olgun LMW _sIpA
ve HMW _slpA iireten, sistein proteazi Cwp84'iin kesim bolgesini gosterir. Kisaltmalar: slp’ler,
yiizey-katman proteinleri; HMW, yiiksek molekiiler agirlik; LMW, diisiik molekiiler agirlik;
Cwp84, hiicre duvari proteini 84.



2. 1. 4 Diinya’da ve Tiirkiye’de C. difficile epidemiyolojisi

C. difficile, ortaya yeni ¢ikan bir patojen olmamasina ragmen yayilma hiz1 edise
vericidir. Giinlimiizde C. difficile, Amerika, Kanada ile birlikte ¢cogu Avrupa iilkesinde
onemli bir klinik sorun halini almistir (Kuijper ve Surawiz, 2008). CDE epidemiyolojisi
2000’1li yillarin baslangicinda belirgin olarak degismistir. Hastaligin insidansiyla
beraber siddetinde de artis goriilmiistiir. Ornegin Kanada’da CDE insidans1 1991-2003
yillar1 arasinda 100.000 kiside 35.6 vakadan 156.3 vakaya artis olmustur. Kasim 2004-
Nisan 2005 tarihleri arasindaki 5 aylik siirecte de vaka goriilme sikligi 1000 hastada 4.6
oldugu bildirilmistir (Gravel ve ark., 2009). Amerika’da ise hastalik insidans1 ve siddeti
1996- 2003 yillarinda iki katina kadar ulagsmistir. 1999-2004 araliinda CDE sebepli
Olim oran1 4 katina ulagmistir (McDonald, 2006; Redelings ve ark., 2007). Diinya
genelinde C. difficile vakalarindaki bu artig, antibiyotiklerin, 6zellikle 2001 yilindan bu
yana fluorokinolonlarin kullanimindaki artigla iliskilendirilmektedir. 2005 yilinda
Hollanda ve Ingiltere ile birlikte bir ¢ok iilkede siddeti ve dliimciil dzelligi yiiksek, cok
miktarda toksin salgilayan ve florokinonlara direngli suslarin (ribotip 027/NAP1/BI)
sebep oldugu c¢ok sayida salgin bildirilmistir (Kuijper ve ark., 2006; Pépin ve ark.,
2004). Hem Amerika hem de Kanada’da siklikla izole edilen sus; epidemik olarak
bilinen ribotip 027 olmugstur. Bu ribotip digerlerine oranla 1623 kat daha fazla toksin
salgilamaktadir (Freeman ve ark., 2010). Son yillarda ribotip 027, Kore, Hong Kong,
Singapur, Japonya, Kosta Rika ve Avustralya’da da bildirilmistir (Tschudin-Sutter ve
ark.,2012). 2005 yilinda Avrupa C. difficile Calisma Grubu’nun yapmis oldugu
calismada, 14 {ilke 38 hastaneden, ishal ve toksijenik kiiltiir pozitif ¢ikan hastalardan
ornekler alinmig, 345 farkli toksijenik C. difficile izolati tanimlanmis, 66 farkli ribotip
belirlenmistir. Calismada ayn1 zamanda ribotiplerin iilkeler arasinda farklilik gosterdigi
de gozlenmistir. Tiirkiye’de sekiz izolat elde edilmistir ve tiimii ribotip 001 olarak
belirlenmistir (Barbut, 2007). 2007 yilinda 14 Avrupa Birligi iilkesi ve Isvigre’de
yapilmis bagka bir calismada ise, 65 farkli ribotip belirlenmis ve ribotip 017/020 (%16),
ribotip 001 (%9), 078 (%8) ve 027 (%5) izolasyonu gergeklestirilmistir (Bauer ve
ark.,2011).

Ulkemizde bu konuda heniiz iyi planlanmis genis olcekli bir ¢alisma

yapilmamistir (Karadag ve ark., 2013). Ergen ve arkadaslarinin yapmis oldugu
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calismada hastanelerden kokenlenen ishallerin %43’tinde C. difficile etken olarak
saptanirken, insidanst 1000 hastada 0.6 olarak bildirilmistir (Ergen ve ark., 2009).
Cerrahpasa Universitesi’nde Aygun ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada ise, 16 aylik

stirecte ishal goriilen 226 hastada toksin A veya B oran1 %5,5 saptanmistir (Aygun ve

ark., 2005).

Ulkemizde ve diinyada genis etki alanina sahip ve sik¢a goriilen CDE’ye karst
alternatif tedaviler gelistirmek zorunlu hale gelmektedir. Bu gereklilikle calismamizdaki
amacimiz, CDE’ye kars1 uygulamasi kolay koruyucu bir tedavi gelistirebilmek ve
yenilebilir as1 iretmektir. Bu dogrultuda dolayli gen aktarim vektorii olan A.

tumefaciens bakterisini molekuler olarak dizenlemektir.
2. 2. Bitkilerde Gen Aktarim Yontemleri

Ik olarak 1980°li yillarda gen aktarilmis bitkiler basarili bir sekilde iiretilmistir.
Oncesinde yapilan ¢alismalar, ihtiyag duyulan ozellikler igin dirence/toleransa sahip
bitkiler elde etmek veya bir 6zelligi gelistirmek lizere genellikle eseyli ¢aprazlama
(melezleme) gibi yontemlerle yapilan klasik bitki islaht metodlariyd: (Clark ve ark.,
2013). Klasik usulle yapilan bitki 1slahi ile tipik bir eseyli caprazlamada binlerce genin
karigmas1 sonuclar1 goriilir ve beklenen karakterdeki bireyin bulunmasi biitiin
yavrularin siniflandirilmasina baglidir. Tiim bu sebeplerle beklenen karakterdeki bireyin
iretilmesi zor ve zaman alic1 olmaktadir (Cobb ve ark., 2013). Transgenik bitki {iretim
yontemlerinin gelistirilmesi ile ilgilenilen gen veya genler bitkiye aktarilarak istenen
ozellikteki bitkiler elde edilmis ve 1slah calismalar1 hiz kazanmistir (Pérez-Massot ve
ark., 2012). Genin bitkiye basarili sekilde aktarilmasi sonucunda elde edilen bitki ana
bitkiyle mutlaka ayni olmali ve bununla beraber aktarilan gen bitkide bir 6zelligin

gelistirilmesini saglamalidir (Potrykus ve ark., 2013).

DNA’nmin  Aktarilmasi: DNA’nin bitki hiicresine aktarimi asamasinda,
sitoplazma zarindan gecisi hiicre duvarinda bulunan porlar araciligiyla olur (Pauly ve
Keegstra, 2016). Cogunlukla bitki hiicresinin ozmotik basinci hipertoniktir. Bitkinin
ozmotik basinct dokunun kurutulmast ya da seker iceren besi ortamina konularak gegici
olarak azaltilabilir ve hiicre duvarindaki porlardan sitoplazma akis1 yavaslatilarak DNA

aktarimi gergeklestirilebilir (Vain ve ark., 1993; de Dios Barajas-Lopez ve ark., 2013).
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DNA kaplandigt koruyucu proteinlerle c¢ekirdege kadar parcalanmadan ulasir.
Cekirdege ulasan yabanci DNA, hedef hiicreye ait dogal mekanizma tarafindan kendi
genomik yapisina katilir (Potrykus ve ark., 2013). Fonksiyonel olabilmesi i¢in aktarilan
yabanct DNA’nin kromozomal DNA’ya ulagsmas1 gerekir. Ayrica yok olmamak igin,
gen ifadesini saglayan gerekli fonksiyonlara sahip olmasi ve dogal bitki DNA's1 gibi
davranmasi gereklidir (Chandra, 2012).

Direkt (Dogrudan) Yontemlerle DNA’nin Aktarilmasi: Kiiltiirii yapilmasi
cesitli sebeplerle zor olan bitkiler i¢in direkt gen aktarim metodlar1 uygulanmaktadir.
Bitki hiicre duvari enzimlerle parcalanarak sitoplazmik membranla ¢evrili protoplastlar
ortaya ¢ikar (Ochatt, 2013). Protoplastlarin serbest DNA soliisyonu igerisinde inokiile
edilmesi, CaCl, gibi kimyasal maddeler ile plazmid DNA’sinin aktarimi,
mikroenjeksiyon, elektroporasyon, partikiil tabancasi kullanilarak hizlandirilmis
partikiiller aracihigiyla DNA aktarimi direkt gen aktarim metodlarindandir.
Elektroporasyon ve partikiill bombardimani (biyolistik) en yaygin kullanilan
yontemlerdir (Ueki ve ark., 2013).

Elektroporasyon yonteminde, protoplastlar DNA fragmentleri bulunan soliisyon
icinde inokiile edilir ve kisa siireli yiiksek voltaja (550V/cm) tabi tutulur. Sekil 2.4.’de
gosterildigi gibi, elektrik akimi verilen hiicrelerin hiicre zarinda kiiglik porlar agilir,
hiicre zar1 gecirgen hale getirilir. Kisa silire acik kalabilen bu porlar, DNA
fragmentlerinin igeri girmesinin ardindan kapanir (Gelvin, 2012; Ochatt, 2013).
Aktarimdan sonra protoplastlar elektroporasyon kiivetlerinden ¢ikarilir, rejenerasyon
besi yeri i¢inde transgenik bitki olusumu saglanir. Elektroporasyon yontemi ile gen
aktarimi 6zellikle polenler tizerinde siklikla kullanilir (Lynch ve Davey, 2012; Jordan ve

ark., 2013).
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Akim oncesi Akim sirasinda Akim sonrasinda
hiicre membram hiicre membram hiicre membram

Sekil 2.4. Elektroporasyon uygulamasinda akim dncesi, akim verilirken ve akim sonrasi
hiicre membraninin elektron mikrografi gériintiisii

Partikiil bombardimani (biyolistik) yontemi ile gen aktariminda, altin ve
tungsten gibi yliksek yogunluklu metal partikiilleri kullanilir. Bu partikiillere polietilen
glikol (PEG) ile baglanmis DNA fragmentleri bitki hiicrelerine yiiksek hizla (500m/s)
aktarilir (Jackson ve ark., 2013). Aktarilan metal-DNA kompleksi hiicre ¢ekirdegine
ulasir, cekirdekte hedef gen baglandigi metal partikiilden ayrilarak genom ig¢indeki
yerini alir. Parcaciklarin hizlandirilmas: i¢in Onceleri yiiksek voltaj elektrik akimi
kullanilirken son zamanlarda kontrol edilmesi kolay oldugundan sikistirilmis Helyum
ya da CO; gazi kullanilmaya baslanmistir (Finer ve ark., 2016). Bu yontem kullanilarak
ozellikle gen aktarimi ¢ok zor olan monokotil bitkiler ile birlikte tiim bitki hiicrelerine

gen aktarimi yapilabilmektedir (Bhattacharyya ve ark., 2015).
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2. 3. Agrobacterium tumefaciens Aracihigiyla Gen Aktarim

2. 3. 1. A. tumefaciens bakteriyel 6zellikleri ve taksonomisi

Ust Alem Bacteria

Alem Eubacteria

Sube Proteobacteria

Siif Alphaproteobacteria
Takim Rhizobiales

Aile Rhizobiaceae

Cins Agrobacterium

Tiir A. tumefaciens

Tablo 2.2. A. tumefaciens’in sistematigi

Rhizobiaceae familyasi iiyesi olan A. tumefaciens, spor olusturmayan, gram
negatif, hareketli, cubuk seklinde bir toprak bakterisidir. Ayn1 zamanda baklagillerde
kok yumrulart olusturan azot baglayan rhizobium bakterileriyle yakindan iliskilidir
(Ream, 2002). Bakteri az sayidaki peritrik flagella ile ¢evrilidir (Sekil 2.5.) (Garrity,
2005). Cesitli bitkilerde, tag¢ tiimor ve ya kok uru denilen, kanser seklinde kontrolsiiz
cogalan hiicrelerin olusturdugu bozukluklara sebep olan parazit bir bakteridir (Sekil
2.6.) (Platt ve ark., 2014). Tag, bitkinin toprak ile yiizeyde havanin kesistigi yerde
uzanan boliimdiir (Kahl ve Schell, 2014).
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Sekil 2.5. Peritrik flagella ile gevrili A. tumefaciens elektron mikrografi goriintiisii (Jeon
ve ark., 2008)

Ta¢ tiimor hastaligina dair ilk yazili bildirim 1853 yilinda Fabre ve Dunal
tarafindan yapilmigtir (Fabre ve Dunal, 1853). Agrobacterium tiirleri ile ilgili ilk
arastirmalar yaklasik bir asir once bitkilerdeki tag gali ya da diger adiyla ta¢ tiimori
hastalig1 etmeni iizerine yogunlasildigi sirada baslamistir. ik defa 1897 yilinda A.
tumefaciens, Cavara (Cavara., 1897) tarafindan Vitis vinifera (asma) bitkisinde bulunan

tiimdrlerden izole edilmistir (Hwang ve ark., 2015).

Agrobacterium cinsi ¢ogunlukla hastalik semptomolojisi ve konak araligi baz
alinarak bir¢ok tiire ayrilir (Gelvin, 2003). A. radiobacter aviriilant bir tiirdiir. Buna
karsilik A. tumefaciens bitkilerde ta¢ tiimor veya kok uru (crown gall) olarak
adlandirilan hastaligina sebep olmaktadir. A. rhizogenes, sagakli kok (hairy root)
hastaligina ve A. rubi gévde uru hastaligina neden olmaktadir. Son zamanlarda ilan
edilen yeni bir tiir olan A. vitis, iiziim koklerinde ve taglarinda neoplastik tiimorlerin
bliylimesine neden olmakta ve {iziim kokleri ve diger birkac bitki tiirlinde nekrotik

lezyonlara neden olmaktadir (Otten ve ark. 1984; Burr ve ark. 1998; Ozyigit, 2012).
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A. tumefaciens’in sebep oldugu ta¢ timorii hastaligi, tarimsal olarak ciddi
hasarlar olusturup genellikle ¢ift ¢enekli (dikotil) bitkiler, seyrek olarak da bazi tek
cenekli (monokotil) bitkilerde biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Kerr ve
Tate, 2016). Tag tiimorii hastaligi, 600’den fazla bitki tiirtinii etkiledigi bilinen, yaygin
goriilen bir bitki hastaligidir. Neredeyse biitiin ¢ift ¢enekli (dikotil) bitkiler, odunsu ve
otsu bitkiler ile boglirtlen, giil, ségiit, liziim, piring ve seker gibi ticari dnemi olan bir¢ok
tirtinti de etkiler (Burr ve ark. 1998 ; Jeon ve ark. 2008 ). Bitkinin iizerinde olusan tag
tiimorii kendi basina biiylimeye devam ettigi i¢in hastalik bitki patolojisi ¢alisan bilim
insanlarinca onemli bir arastirma konusu olmustur. Arastirmalar 1s18inda hastaliga
neden olan bakteriler genetik miihendisligi arastirmalar1 i¢in kullanilmistir (Singh ve
ark., 2015).

Tag¢ tiimorii hastaliginda A.tumefaciens, yaralanmis bitki dokularindan salinan
fenolik bilesiklerce ¢ekilir ve bitkinin dokularina girer. Bitkide tag¢ bolgesi, toprakla
gbévdenin bulustugu bolge oldugundan yaralanma sik goriiliir ve bakteri icin en uygun
bolge haline gelir (Matveeva ve ark., 2012). Bakteriler bu yaralanmig 6lii hiicrelerde
koloni olustururlar ya da yaralanmis canli hiicrelere kendilerini entegre ederler. Bitkinin
hiicrelerinden bakteriye gonderilen kimyasal sinyallerle bakterinin viriilans genleri aktif
olur. Bdylece bakteri viriilans hale gelir. Son asamada bakterinin T-DNA’s1 bitki
hiicresine ulagtirilir ve bitki, bakterinin ihtiya¢ duydugu {iriinleri sentezlemeye baslar
(Chandra, 2012; Ozyigit, 2012). Enfekte olan bitki hiicreleri, bitki hiicresinin kendi
genlerinin bazilarinin yerine bakteriye ait genler igerir (Khawar ve Ozcan 2002; Jeon
ve ark. 2008). Bitkiler gencken tiimdrler beyaz veya krem renkli ve siingerimsi ve ya
sigil seklinde olabilir, yaslandiginda ise koyu renk ve odunsu bir hal almaya baslar
(Burr ve ark., 1998; Ozyigit, 2012). Tag tiimorler normalde bitkiyi 6ldiirmezler ama ¢ok
fazla biiyiidiiklerinde 6ldiiriicii olabilirler. Kreozot bazli kimyasal bilesikler, bakir bazl
cozeltiler ve sodyum hipoklorit gibi giiclii oksidanlar kullanilarak ortadan kaldirilabilir
(Utkhede ve Smith 1993; Polcaro ve ark. 2008).
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Sekil 2.6. A. Kore ginsengi fidelerinin koklerinde tiimor olusumu (Jeon ve ark., 2008),
B. Domates bitkisi ta¢ bolgesinde A. tumefaciens etmeniyle olusmus tag timorii
(Jamison, 2001)

Sekil 2.7. A.tumefaciens ile inokiile edilmis hastalikli ve saglikli havug dilimleri. Siyah
oklar, havug dokusu iizerinde A. tumefaciens kolonilerini gostermektedir. (Jeon ve ark.,
2008)

17



2. 3. 2. A. tumefaciens indirekt (dolayl) gen aktarim mekanizmasi

Bitkilerde genetik transformasyonda Agrobacterium’un patojen etkisinden
faydalanilir ve bakteride bulunan plazmid, ilgilenilen genin bitki hiicrelerine
aktarilmasma olanak veren bir vektor gorevi listlenmektedir (Rao ve ark., 2009).
Transformasyonda kullanilan vektér plazmidlere yabanci genler eklenirken; plazmidde
halihazirda bulunan tiimor olusumuna sebep olan genler kaldirildigindan tiimor

olusturma yetenegini tamamen yitirmektedirler (Rivera ve ark., 2012).

A. tumefaciens, DNA’sin1 bitki hiicrelerine aktarmaya olanak veren kendine has
bir yetenege sahiptir. Aktarilan A. tumefaciens’e ait DNA, T-DNA olarak adlandirilir.
Bu DNA, Ti plazmid (Tumour inducing) yani timor olusumunu uyaran plazmid olarak
isimlendirilir ve ekstrakromozomal plazmid {izerinde tasinir. Agrobacterium ile gen
aktarimi, direkt gen aktarim metodlarina gore daha karmasik olmasina ragmen en ¢ok
tercih edilen yontemlerdendir. Biyolojik vektor kullanilmadan DNA aktarimi saglayan
direkt gen aktarim metodlarinda, DNA’nin hedef hiicre ¢ekirdegine ulastirilmasi
gereklidir. Ancak Agrobacterium’da T-DNA, ¢ekirdege ulasmak i¢in gerekli tim
sinyallere dogal olarak sahip oldugundan gen aktariminda biiylik avantajlar
saglamaktadir (Murai, 2013). A. tumefaciens, bir bitki hiicresine gen aktarimi igin
gerekli olan ¢ift sarmalli Ti-plazmid iizerinde bulunan T-DNA (transferred DNA) ve
virtilans (vir) bolgeleri olarak iki temel bdlgeye sahiptir (Garcia-Cano ve ark., 2015).
Agrobacterium bitki hiicreleriyle ilk iletisimine, bitkinin kok-toprak yiizey bolgesi
rizosfere salgiladig: sinyallerin, bakteri Ti plazmidde kodlanan kromozomal virulans
gen (chv gen) ve virulans gen (vir gen) iriinlerinin etkisiyle bakteri tarafindan
algilanmasiyla baslar. Bunu takiben hareketli bakteriler konak bitkinin hiicrelerine
yonelerek hiicreler ile temas ederler. Bakteri ile enfekte olan bitki hiicreleri, VIPI
(Agrobacterium Vir E2 ile etkilesen protein 1)’in bitki hiicresinin niikleusuna
translokasyonu ve fosforilasyonuna neden olan MAP kinaz (Mitogen Aktive Protein
Kinaz) sinyalizasyonu baglatmak yoluyla savunucu genlerin ifade edilmesini uyarir

(Hwang ve ark., 2015).
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Sekil 2.8. Ti Plazmid Genetik Haritas1 (Ozyigit, 2012)

T-DNA bolgesi, Ti plazmidden bitki hiicresine aktarilir, bitkinin kendi
genomuyla birlesir. Agrobacterium’un modifiye edilmemis Ti plazmidindeki T-DNA
bolgesi yaklasik 23 kb biiyiikliigiinde bir DNA pargasidir. Bitki hiicresine T-DNA’nin
aktarimi bakteriler aras1 konjugasyonla plazmid aktarimima oldukga benzerlik gosterir.
T-DNA bolgesinde ifade edilen genler bitki hiicresine girdiginde fonksiyonel olmakta,
ifadesi sonucu ortaya cikan gen {riinleri bitki hiicresinin metabolizma dengesini
bozmakta ve bunun sonucunda bir tiimor olusturmaktadir (Park ve ark., 2015). Enfekte
hiicrelerin olusturdugu tiimér ve opinler T-DNA bolgesindeki bazi genler tarafindan
sentezlenmektedir. Ayrica bitkide oksin ve sitokinin sentezini hizlandiran bazi genler de
bulunmaktadir. Bu genler bitki hiicresinde tiimor olusturdugu i¢in onkogenler
denilmektedir (Kodahl ve ark., 2016) Bu onkogenler i¢inde bulunan transferaz (ipt)
geni, sitokinin; indolasetik asit (iaa) geni ise indolasetik asit sentezlenmesini saglar ve
bitkinin bazi bdlgelerinde anormal biiyiimeler meydana gelir. Virulans (Vir)
bolgesindeki genler tarafindan kodlanan proteinler ise, yaralanmis bitki dokusundan

saliman fenolik bilesikler ile aktif edilmektedir. Vir proteinleri T-DNA’nin transfer
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edilmesini, virA, virG ve diger vir genlerinin aktivasyonunu saglar (Denkovskiené ve
ark., 2015). VirA geni Uriinii transmembran reseptor kinaz proteini, bakterinin
sitoplazma membrani iizerinde bulunur ve periplazmadaki fenolik bilesikler tarafindan
fosforile edilmesi sonucu sitoplazmik transkripsiyon faktorii olan VirG proteinini de
fosforile eder. Aktif hale gegen VirG proteini, VvirB, virC, virD ve virE genlerinin
promoter bolgelerine baglanarak ilgili genin transkripsiyonunu indiikler (Czarnecka-
Verner ve ark., 2016). VirD geni iirlinii olan protein endonukleaz aktivitesi gostererek
T-DNA’y1 sag ve sol uglarindan kesilerek plazmidden ¢ikarilmasimi saglar. Cift iplikli
halde bulunan Ti-plazmidin T-DNA bdlgesinden bir tek iplik ayrilarak bitki hiicresine
aktarilir. Bitki hiicresine aktarilan bu tek iplik replikasyon ile ¢ift iplik haline gecer ve
bitkiye ait genoma yerlesir (Marton ve ark., 2013).

Agrobacterium’un bitki hiicrelerine gen transferinde etkin olmasini saglayan
diger bir 6nemli 6zelligi, kendi kromozomu i¢inde bulunan 3 lokustur. Bu lokuslarda,
transfer faktorii proteinini sentezleyen chvA geni, beta-glukan sentezlenmesinde gorevli
proteini sentezleyen chvB geni ve hiicre dis1 polisakkarit sentezinde gorevli proteini
sentezleyen pscA geni bulunmaktadir. Bu genlerin Agrobacterium’un bitki hiicreleri
tizerinde tutunabilmesi i¢in dnemli oldugu saptanmistir (Ziemienowicz, 2014). Ayrica
yaralanmig bitki dokusunda sentezlenen diisiik molekiil agirlikli fenolik bilesiklerin de
virulens genlerinin aktif hale gelmesini sagladiklar1 bilinmektedir (Yang ve ark., 2013).
Bakteri ve bitki hiicresi arasindaki etkilesim siiresince peroksidaz aktivitesinde artisi
takiben oksidasyon olusur ve bitki dokular1 kahverengileserek hiicre 6liimleri goriiliir

(Shkryl ve ark., 2013).

A. tumefaciens’ in belirtilen 6zellikleri ile bitki hiicrelerini enfekte etme yetisi,
yabanc1 bir genin bitki hiicreleri tarafindan ifade edilmesinde en énemli unsurdur. Ilgili
caligmada, A. tumefaciens’in bu ozellikleriyle, LMW-SIpA geninin bitki hiicrelerine

aktarilmasini saglamak i¢in transgenik olarak gelistirilmesi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Sterilizasyon Yontemleri

Besiyerlerinin ve kullanilacak malzemelerin sterilizasyonu: Hazirlanan
besiyerleri ve kullanilacak malzemeler otoklavda 105 kPa basingta 121°C’de 20 dakika
tutularak steril edildi.

Cahisma yiizeylerinin sterilizasyonu: Laminar flow i¢i kullanimdan 10-15
dakika once %70’lik etanol silinerek UV lambasi agildi. Bench ve diger yiizeyler

kullanimdan dnce %70’lik alkolle silinerek steril edildi.

% 70’lik alkoliin hazirlanisi: %96’lik etanol icinden 730 ml meziirle 6l¢iilerek

alind1 ve hacmi 1000 ml’ye tamamlandi.

%20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi hazirlanisi: 200 ml sodyum hipoklorit

meziirle dl¢iilerek alind1 ve 800 ml distile su eklenerek hacmi 1000 ml’ye tamamlandi.

3. 2. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

3.2.1. Bakteriyel besiyerlerinin hazirlanmasi

Luria Bertani Sivi Besiyeri (LB): 1000 ml’lik Schott sise i¢ine, 25 gr toz LB
besiyeri ve 15 gr Agar tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Sise igine
manyetik balik atildi ve manyetik karistiricida ¢6zlinene kadar karistirildi. (1 litre LB
icin; 10 g Triptone, 10 g NaCl, 5 g Maya 6zii)

Luria Bertani Agar Besiyeri (LBA): 1000 ml’lik Schott sise igine, 25 gr toz
LB toz besiyeri ve 15 gr agar tartilarak distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. Sise igine
manyetik balik atildi ve manyetik karistiricida ¢oziinene kadar karistirildi. Otoklavla
steril edildikten sonra steril petriler igine herbirine 20 ml olacak sekilde dokiildii ve
katilagsmaya birakildi.

Miieller Hinton Agar Besiyeri (MHA): 1000 ml’lik Schott sise i¢ine, 25 gr toz
Miieller Hinton besiyeri ve 15 gr agar tartilarak distile su ile 500 ml’ye tamamland.
Sise icine manyetik balik atildi ve manyetik karistiricida ¢oziinene kadar karistirildi.
Otoklavla steril edildikten sonra, steril petriler i¢ine herbirine 20 ml olacak sekilde
dokiildii ve katilasmaya birakildi. (Et 6ziitii 2,0 g/L; Nisasta 1,5 g/L; Kazein hidrolizat
17,5 g/L; Agar 13,0 g/L)
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Nutrient Agar Besiyeri (NA): 1000 ml’lik Schott sise igine, 25 gr toz Nutrient
besiyeri ve 15 gr agar tartilarak distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. Sise i¢ine manyetik
balik atildi ve manyetik karistiricida ¢oziinene kadar karistirildi. Otoklavla steril
edildikten sonra, steril petriler i¢ine herbirine 20 ml olacak sekilde dokiildi ve

katilagsmaya birakildi. (Pepton 5,0 g/L, sigir/maya oziti 3,0 g/L, agar 12,0 g/L )
3.2.2. Bakteri kiiltiirii ve stoklanmasi

C. difficile 630 susu DSMZ (Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures) kiiltiir koleksiyonundan siparis edildi (DSM No:
#27543). Gelen liyofilize kiiltiir 5 ml Thioglycollate Broth (Salubris, Cat#MT 170) ile
siispanse edilerek 30 dk oda sicakliginda canlandirildi. Miiller Hinton Fastidious Agar
(MHFA) B-NAD’1 %5 Horse Blood Agar plaklara ekilerek anaerob kavanozda 37°C’de
2-4 giin inkiibe edildi. 2-4 giiniin sonunda plaklardan pasaj yapildi, ayn1 kosullarda
yeniden inkiibe edildi. Ureyen bakterilerden %15 gliserol stok yapild1 ve - 80°C’de
saklandi. DNA izolasyonu i¢in 5 ml Thioglycollate Broth i¢inde plaklardan alinan
koloniler siispanse edildi ve 37°C’de geceboyu inkiibe edildi.

Klonlama vektorii olarak kullanilacak pEarleyGate 103 plazmid (Stok No: CD3-
685) Ohio State University Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) Kkiiltiir
stogundan satin alimmistir. Escherichia coli (E. coli) i¢inde gliserol stokta gelen 6rnek,
Kanamisin antibiyotik diren¢ geni igerdiginden 50 pg/ml kanamisin iceren LB Agar
(LBA) plaklara ekim yapildi. 37°C’de geceboyu inkiibe edildi. Plakta iireyen
kolonilerden kanamisinli LB sivi besiyerine ekim yapildi ve 37°C 180 rpm’de
calkalamali inkiibatorde inkiibe edildi. Sivi kiiltiirden % 25 gliserol stok alindi ve -
80°C’de sakland.

A. tumefaciens B6 susu DSMZ Kkiiltiir koleksiyonundan siparis edildi (DSM No:
#30205). Gelen liyofilize kiiltiir 500 pl Luria Bertani (LB) Broth ile siispanse edilerek
30 dk oda sicakliginda canlandirildi. 30 dk sonunda 250 pl siispanse kiiltiir 5 ml. LB
Broth i¢ine ekilerek 26°C’de 180 rpm’de calkalanarak geceboyu inkiibe edildi. Geri
kalan 250 pl siispanse kiiltiir Nutrient Agar (Salubris, Cat No# MP 235) plaklara
ekilerek 26°C’de gece boyu inkiibe edildi. Siv1 kiiltiirden % 25 gliserol stok alind1 ve -
80°C’de sakland.
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3. 3. Bakteriyel DNA Materyalinin Elde Edilmesi

C. difficile genomik DNA’nin izolasyonu, “Bacteria Genomic DNA Purification
Kit” (GeneMark, Cat #DP025) kullanilarak yapildi. Calismada kullanilan C. difficile
bakterisi, 5 ml LB besiyerinde 37°C 180 rpm'de bir gece inkiibe edilerek biiyiitiildii.
Elde edilen siv1 kiiltiiriin 1,5 ml’si 14,000xg’de 2 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.
Ust sivi1 atild, ¢okelti -80°C°de 5 dk tutuldu, ardinda hizlica 37°C’ye alind1 ve 2 dk
bekletildi. Cokelti 180 pl lizozim soliisyonu eklenerek pipetle siispanse edildi. 37°C’de
30 dk bekletildi ve 200 ul ekstraksiyon soliisyonu eklendi. Uzerine 20 pl Proteinase K
soliisyonu eklendi ve karistirildi. Hiicre zar1 pargalanana kadar 56°C su banyosunda 0.5-
1 saat bekletildi. Belli araliklarda karistirildi. Liziz igslemi tamamlandiginda hiicre
kalintilarini uzaklastirmak igin 14,000xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust stv1 1.5 mI’lik
temiz mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. RNA kontaminasyonu igin 4 pul RNAse A
solisyonu eklendi ve oda sicakliginda 5 dk bekletildi. 200 pl baglama soliisyonu
eklendi, karistirildi ve 70°C su banyosunda 10 dk tutuldu. Baglama soliisyonu
eklendiginde beyaz renkli hafif bir ¢okelti olustu. 200 pl etanol eklendi ve karistirildi.
Cokeltiyle beraber biitlin igerik toplama kolonu i¢ine yerlestirilmis spin kolon igine
aktarildi. En yiiksek hizda 1 dk santrifiij edildi. Siizlinti atildi ve spin kolon i¢ine 300 pl
baglama soliisyonu eklendi. En yiiksek hizda 1 dk santrifiij edildi. Siiziintii atild1 ve 700
ul yikama soliisyonu eklendi. En yiliksek hizda 1 dk santrifiij edildi. Yikama islemi bir
kere daha tekrarlandi. Siiziintii atildi ve etanol kalintilarindan kurtulmak i¢in ilave
olarak 5 dk daha santrifiij edildi. Spin kolon temiz bir mikrosantrifiij tiip i¢ine transfer
edildi. Kolon igindeki silika tabakaya emdirilerek 100 pul dH,O eklendi ve 1-2 dk
bekletildi. En yiiksek hizda 1 dk santrifiij edildi ve -80°C’de saklandi.

3. 4. Primerlerin Dizayn Edilmesi

Calismada kullandigimiz C. difficile 630 susu diisiik molekiiler agirlikli yiizey
katman protein (Low Molecular Weight Surface Layer Protein) LMW_slpA geni, kendi
promotorlari, transkript baslangic ve bitis dizileri ile birlikte klonlama vektdriine
yerlestirmek amaciyla primerler hazirlandi. National Center Of Biotechnology
Information (NCBI) gen bankasinda bulunan C. difficile bakterisine ait DNA

sekansindan SIpA genlerine ait niikleotid dizilimi alindi (GenBank accession no:
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NC_009089). Primerler NCBI Primer-BLAST Tool kullanilarak, genin yukari
bolgesinde bulunan kiiciik altbirimi olan LMW _slpA proteinini kodlayan baz dizisi, 946
baz ¢ifti uzunlugunda alinarak dizayn edildl. ileri ve geri primere Xhol restriksiyon
kesim bolgeleri eklendi. Klonlama vektoriiniin 6x His Taq bdolgesinin yukari

konumunda yer alan restriksiyon kesim bolgesi klonlama i¢in tercih edildi.

Primerlerin ¢ogaltacagi genlerin dogru aminoasit dizilimine karsilik gelip
gelmedigi ¢evrimici biyoinformatik sitesi EXPASY Tool kullanilarak kontrol edildi.
LMW _sIpA geni klonlama sonrasinda dogrulama islemlerinde kullanilmak tizere ek
olarak plazmid DNA’s1 lizerinde, klonlanan bdlgeyi igine alacak sekilde tiniversal

primerler tasarlandi.

Gen Primer Adi Baz Dizilimi (5°-3°)

LMW_slpA LMW _sIpAFw  5’- CTCGAGGGATGAATAAGAAAAATATAGCAA-3’
LMW_slpA LMW _sIpARv  5’- CTCGAGGGTGCTACTATTGCCTTATAT -3’
pEG103 Unv_Fw 5’- AGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAG -3’
pEG103 Unv_Rv 5- AGTTCTTCTCCTTTACTAGTCAGAT -3’

Tablo 3.1. C. difficile Yiizey-Katman Proteini (LMW_sIpA) genlerine ve pEarleyGate

103 plazmide ait 5° yukar1 ve 3’ asag1 bolgelerini iceren primer dizileri.

3. 5. LMW._slpA Geninin PZT ile Cogaltilmasi

LMW _sIpA geni igin tasarladigimiz primerler kullanilarak PZT (Polimeraz
Zincirleme Tepkimesi) gerceklestirildi. Tepkimeler, her tiipte 50 pl son hacim olacak
sekilde toplam 200 ul yapildi. Her bir PZT tiipiine 50- 100 ng C. difficile’'den izole
edilen genomik DNA, 1’er pl 20 pmol/ul ileri ve geri primerler, 2 mM 5 pl NTP, 10x
5 ul DreamTaq Buffer ve 1.25 U (0.25 ul) DreamTaq Hot Start DNA Polimeraz enzimi
(ThermoScientific, Cat# EP1703) eklendi. Steril dH,O ile son hacim 50 pl’ye

tamamlandi.
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PZT kosullari, 95°C’de 3 dakikalik denatlirasyondan sonra 95°C’de 30 saniye,
58°C’de 30 saniye annealing, 72°C’de 1 dakika uzama ve 36 dongli sonunda 72°C’de

10 dakika son uzama alarak ayarlandi.

PZT Bilesenleri PZT Kosullan
Ileri primer 0.5 pl (20pmol) o
Geri primer 0.5 ul (20pmol) 95°C — 3 dk
dNTP 2.5 ul (2 mM) ]
10X DreamTaq HS buffer 2.5l 95°C —30sn  -r-mmmooeee
DreamTaq HS DNA Polimeraz 0.125 pul . L
DNA 50 -100 ng 58°C — 30sn 36 dongii
dH,O 50 pl ‘ye
tamamlanir 72°C - 1dk  --=-mm-mmmmee-
72°C — 10 dk
4°C - w

Tablo 3.2. PZT Protokoliinde kullanilan bilesenler, miktarlar1 ve uygulama kosullar

3.5. 1. Agaroz jel elektroforezi

%1’lik agaroz jeli hazirlamak i¢in, 0,5 gram agaroz tartilarak 50 ml 1x TAE
buffer icinde mikrodalgada agaroz tamamen eritildi. 1x TAE (Tris- Acetate EDTA)
buffer 50x stok TAE (50 ml pH=8 0,5 M EDTA, 121 gram Tris, 25 ml glaciel asetik asit
karistirllarak dH,O ile 500 ml’ye tamamlanir.) ¢ozeltisinden 1/20 oraninda
sulandirilarak hazirlandi. Mikrodalgada eritilen jel yaklasik 60°C’ye sogudugunda
uygun boyutlardaki yatay elektroforez tepsisine, uygun disli tarak yerlestirilerek
dokiildii ve polimerlesmesi i¢in 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. PZT ile
sentezlenen DNA fragmentleri, 1/1 oraninda TIBO® Gold floresan boya ve 5x Orange G
yiikleme tamponu ile karistirilarak %1°lik agaroz jelde, 1x TAE bufferda yiiriitiilerek es
zamanl olarak ORTE (Izlenebilir Jel Elektroforezi, Salubris) jel goriintiilleme sistemi ile
gorlintiilendi. GeneMark 100 baz ciftlik ladder ile bilinen baz Olgiilerine uyan DNA
fragmentleri jelden kesildi ve temizlendi (Gel Elution Kit, GeneMark, Cat#DP03P).
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3. 6. Klonlama Vektoriiniin Modifikasyonu

3. 6. 1. Klonlama vektorii

Calismamizda indirekt gen aktarimini yonteminde kullanilan A. tumefaciens
bakterisine Ozel tasarlanan pEarleyGate 103 plazmidi tercih edildi. pEarleyGate 103
plazmidi, se¢ici marker olarak bir kanamisin direng geni (kanr) i¢ermesi, ilgili genin
ifadesini gelistirmek i¢in Karnabahar Mozaik Viriisii'nden iiretilen bir 35S promoteri;
genin organizma lizerindeki ifadesini gorsellestirmek i¢in GFP geninin (Yesil Floresan

Protein) varlig1 ve ¢oklu klonlama bolgesinin agagi akis konumunda yerlesen kodlama

sekansi ile calismamiz i¢in uygun goriilmiistiir.

lac UV5 promoter

10.000
j

pEarleyGate 103 a
12.411 bp a

m

2

pVSl or,\/
(0]
<&mR]

©
5

4
\%4
(@)
%

RB T-pNA repea‘ﬁ \
I

6000

6xHis
OCS terminator,

Sekil 3.1 pEarleyGate 103 (c-GFP-His) vektor sistemi. mgfp5; yesil floresan protein geni,

KanR; kanamisin direng¢ geni. Goriintii SnapGene siirtim 4.2.6 (demo versiyonu) programi

kullanilarak olusturulmustur.
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3. 6. 2. Xhol enzimi ile restriksiyon kesimi

PZT ile sentezlenen ve elektroforezle jelde ayristirildiktan sonra jelden aldiktan
sonra hem LMW _sIpA geni (946 baz ¢ifti) hem de klonlama vektorii pEarleyGate103
(12.411 kb) Xhol endoniikleaz enzimi (Thermo Scientific, Cat# ER0691) ile kesildi. Iki
Xhol kesim bolgesi iceren plazmid, 2654. baz ¢ifti ve 4369. baz cifti bolgeden kesilerek
1715 baz ciftlik DNA pargasi ¢ikarilarak uzaklastirildi. Kesim, PZT iiriinii ve plazmid
i¢in ayr1 ayri tiiplerde gergeklestirildi.

Restriksiyon Bileseni (PZT iiriinii icin)  Restriksiyon Bileseni (Plazmid i¢in)

10X Tango buffer 2ul 10X Tango buffer 2ul

Xhol Restriksiyon Enzimi 1wl Xhol Restriksiyon Enzimi 1wl

LMW _slpA DNA 6 ul pEarleyGate103 plazmid 3ul

dH,O 20 ul’ye dH,O 20 ul’ye
tamamlanir tamamlanir

Tablo 3.3. Xhol restriksiyon kesim islemi i¢in bilesenler ve miktarlari

37°C ‘de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim inhibisyonu icin
80°C ‘de 20 dk bekletildi. Kesilen PZT iiriinii ve plazmid DNA’lar %]1’lik agaroz jelde,
daha once belirtildigi sekilde floresan boya ve yiikleme tamponu ile karigtirilarak ORTE
(Izlenebilir Jel Elektroforezi, Salubris) jel goriintiileme sisteminde yiiriitiildii ve es
zamanli olarak goriintiilendi. 1715 baz g¢iftlik parganin kesilip ¢ikarildigi jelde gozlendi.
Kesilen DNA materyalleri jelden saflagtirildi.

3. 6. 3. LMW _slpA geninin pEar'eyGate 102 plasmide ligasyonu

PZT ile ¢ogalttigimiz ve jelden saflastirdigimiz LMW_sIpA geninin pEarleyGate
103 klonlama vektoriine 1:1 ve 1:3 insert/vektor oranlarinda ligasyon yapildi. Ligasyon
icin, 2 pl 5x T4 DNA Ligaz Buffer, 5 pl (25 ng/ pl) pEarleyGate 103 vektor, 5 pl
LMW_sIpA geni, 1 ul T4 DNA Ligaz enzimi karisimi steril dH>O ile son hacim 20 ul’ye
tamamlandi. Oda sicaklifinda 3 saat bekletildi. 60°C ‘de 10 dk bekletilerek enzim

inhibisyonu saglandu.
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Ligasyon Bileseni (1:1) Ligasyon Bileseni  (1:3)

10X T4 Ligase buffer 2 ul 10X T4 Ligase buffer 2ul

T4 DNA Ligase Enzimi 1 ul T4 DNA Ligase Enzimi 1l

LMW _sIpA DNA S5ul LMW_slpA DNA 3ul

pEarleyGate103 plazmid 5 pl pEarleyGate103 plazmid 9ul

dH.0 20 pl’ye dH,0 20 pl’ye
tamamlanir tamamlanir

Tablo 3.4. Ligasyon islemi i¢in bilesenler ve miktarlari

Ligasyon iirlinleri, 1:1 oraninda hazirlanmig 1x Orange G yiikleme boyas1 ve 1x

Syber Gold florasan boya ile boyanarak %0,8’lik agaroz jelde elektroforez yapildu.

Xhol Xhol Xhol Xhol

(2654) (4369) (1) (947) Xhol Xhol
Vector Insert Product
C o ) + —>
e oLt 8 TCGAGAT. .. TCGAGGG...CCC ...CGCTCGAGGG. ..CCCTCGAGAT. ..
...GCGAGCT CTA. .. CCC...GGGAGCT .. .GCGAGCTCCC. . .GGGAGCICTA. ..

Sekil 3.2. Ilgilenilen genin pEarleyGate103 vektdre eklenme adimlarini gdsteren sekil. Goriintii
SnapGene siiriim 4.2.6 (demo versiyonu) programi kullanilarak olusturulmustur.
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/XhOI (2654)
LMW_sIpA Fw (2654 .. 2683)

11.612 bp

LMW_sIpA Rv (3579 .. 3605)
Xhol (3600)

(OCS terminaton

Sekil 3.3. LMW_sIpA geninin pEarleyGate103 vektor tizerindeki konumunun dairesel gosterimi.
Goriintlii SnapGene siiriim 4.2.6 (demo versiyonu) programi kullanilarak olusturulmustur.

OCS terminaton
@ (3579 .. 3605) LMW_sIpA Rv
@ (2654 .. 2683) LMW_sIpA Fw

I 25007 50007 75001 10.0007

T
1<K > [ [— > O o
LB T-DNA repeat \ BIpR MAS promoter | mgfp5 | \ RB T-DNA repeat pVS1 StaA | bom
MAS terminator CaMV 35S promoter 6xHis M13 fwd pVS1 oriv

pEarleyGate103 + LMW_sIpA inserted
11.642 bp

Sekil 3.4. LMW_sIpA geninin pEarleyGate103 vektor izerindeki konumunun dogrusal gosterimi.
Gorlintli SnapGene siirtim 4.2.6 (demo versiyonu) programi kullanilarak olusturulmustur.
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3.7. Klonlama Vektoriiniin Transformasyonu

3.7. 1. E.coli TOP10 kompetent hiicrelerin hazirlanmasi

Kompetent hiicreleri hazirlamak igin petriye ekilerek canlandirilmis E.coli
TOP10 (Invitrogen) bakterilerinden alinan tek koloni 5 ml LB sivi besiyerine ekildi.
37°C’de 180 rpm’de gece boyu iiremeye birakildi. Ureyen siv1 kiiltiirden LB besiyerine
1:100 oraninda inokiile edildi. 37°C’de 180 rpm’de, 600 nm dalga boyunda ODgyo=
max. 0,5 olacak sekilde birka¢ saat inkiibe edildi. Yeterli yogunluga ulasan bakteri
kiiltiirii 50 ml falkon tiipe transfer edildi ve 10 dakika 10000xg’de 4°C’de santrifiij
edildi. Ust siv1 atildi ve iginde kalan LB kalintis1 kurutuldu. Cékelti 10 ml Improved
Buffer (75 mM CaCl, , %15 v/v gliserol) ile iki kere yikandi. Ornek her yikamada 15
dakika buzda bekletildi. Yikama sonunda ¢okelti 2 ml Improved Buffer ile ¢oziildi ve
her bir mikrosantrifiij tiipiine 50 pl olacak sekilde dagitildi. Transformasyon igin

kullanilacak miktarda kompetent hiicre buza alindi, digerleri sivi nitrojenle aniden

dondurularak -80°C’de saklandi.

Improved Buffer Hazirlanisi: 2M CaCl, ve %100 (v/v) gliserol. Son hacim: 50 ml.

2M CaCl; stoktan 75mM 50 ml igin 1.875 ml alindi, %100 gliserol stoktan 7.5
ml eklendi, distile su ile 50 ml.’ye tamamlandi. 0.22 uM filtre ile filtrelendi.

3. 7. 2. Rekombinant plazmidin E. coli TOP10 Kkompetent hiicrelerine

transformasyonu

Kanamisin igeren LBA besiyerleri 37°C’de 30 dakika bekletildi. Transforme
hiicreleri indiiklemesi icin 40 ul (100 mM) IPTG (izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozit)
stiriiliip 37°C inkiibatorde kurutuldu. Ligasyon {riiniinii igeren mikrosantrifiij tiipleri ve
50 ul E.coli TOP10 kompetent hiicreler buzda ¢oziildii. 2 pl ligasyon iiriinii kompetent
hiicre igeren mikrosantrifiij tlipline birakildi ve pipet ucuyla nazikce karigtirildi.
Kompetent hiicreler ve ligasyon iiriiniinii i¢eren tiip 30 dakika buzda bekletildi ve sonra
42°C’de 90 saniye su banyosunda tutuldu. Su banyosundan alinip hizlica buza tekrar
kondu ve 5 dk daha bekletildi. Uzerine 250 pl SOC besiyeri (Super Optimal broth with
Catabolite repression (SOC) 0.5% Maya Extrati, 2% Tripton, 10 mM NaCl, 10 mM
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MgSQ4, 10 mM MgCl,, 2.5 mM KCI, 20 mM Glukoz) eklenerek 37°C’de 225 rpm’de 1
saat calkalandi. 1 saat sonunda IPTG siiriiliip kurutulmus kanamisinli LBA plaklara

yayma ekim yapildi. 37°C’de gece boyu inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda koloni se¢iminde, IPTG indiiklemesiyle rekombinant
plazmidi icine alan kolonilerin opak beyaz olmasindan yararlanildi. Petriler 4°C’de

saklandi.

3. 7. 3. Rekombinant plazmidlerin izole edilmesi

Transformasyon sonucunda iireyen kolonilerden plazmid igeren beyaz koloniler
sec¢ildi. Plazmid izolasyonu Plasmid MiniPrep Purification Kit (GeneMark, Cat# DP01-
300) ile yapildi. Rastgele segilen 10 koloni plazmid izolasyonu i¢in 5 ml 50 pg/ml
kanamisin igeren sivi LB besiyerlerine ekildi. 37°C’de 180 rpm’de gece boyu inkiibe
edildi. Ureyen 5 ml sivi kiiltiir {ist {iste 14000xg’de 1 dakika santrifiijlenerek
mikrosantrifiij tiipiinde ¢oktiiriildii. Ust siv1 atildi, ¢okelti iizerine 200 pl siispansiyon
soliisyonu eklendi ve pipetle siispanse edildi. Uzerine 200 pl lizis soliisyonu eklendi ve
tip i¢indeki sivi rengi berraklasana kadar 5 kere dikkatlice alt st edildi. 200 pl
noétralizasyon soliisyonu eklendi ve 5 kere alt iist edildi. En yiliksek hizda (16000xg) 5
dakika santrifiij edildi. Mikrosantrifiij tiipliniin yan duvarinda beyaz cokelti birikti.
I¢inde plazmid bulunan berrak, sivi lizat beyaz ¢okeltiden ayrildi. Spin kolon toplama
kolonunun i¢ine yerlestirildi ve lizerine siv1 lizat eklendi. En yliksek hizda 1 dakika
santrifiij edildi. Toplama tiiplindeki filtrelenmis sivi bosaltildi, spin kolona 700 pnl
yikama soliisyonu eklendi ve en yiiksek hizda 1 dakika santrifiij edildi. Bu yikama
islemi bir kere daha tekrarlandi. Spin kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alinarak
silika filtrenin tam tizerine 50 pl dH,O eklendi, 1-2 dk bekletildi ve en yiiksek hizda 2
dakika santrifiijlendi. Izole edilen plazmid DNA’lar1 %0.8’lik agaroz jelde elektroforez
yapilarak kontrol edildi ve -20°C’de saklandi.
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3. 8. Rekombinant Plazmidlerde Dogrulama Islemleri

3. 8. 1. Restriksiyon haritalama

Izole edilen plazmidlerin LMW_slpA DNA fragmentlerini igerip icermedigini
kontrol etmek i¢in restriksiyon haritalama islemi yapildi. Restriksiyon haritalama,
DNA iginde restriksiyon bolgelerinde bulunan yerlesimi bilinen, belirli restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesim yapilip beklenen baz uzunluguna sahip DNA
fragmentlerinin goriilmesi temeline dayanan islemdir. DNA dokusu (goriilmesi
beklenen bant sayisi, baz uzunlugu) bilinen, klonlanan DNA iginden de kesen
endoniikleaz enzimi Pstl tercih edildi. Kesim tepkimesi i¢in 50- 70 ng plazmid DNAs1,
2 pl 10x Green buffer, 1 ul Fastdigest Pstl (ThermoFisher), restriksiyon enzimi karigim
dH,0 ile 20 pl son hacme tamamlandi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Kesilen DNA
fragmentleri %1°lik agaroz jelde elektroforez yapildi. Bekledigimiz DNA dokusunu

gosteren klonlar belirlendi.

3. 8. 2. Koloni PZT

Belirlenen klonlardan izole edilen plazmidlerle koloni PZT yapildi. Koloni PZT
i¢cin, her bir PZT tiipiine 50-100 ng plazmid DNA’s1, 1’er pul 20 pmol/ul klonlanan
LMW_sIpA genini sentezledigimiz ileri ve geri primerler, 5 ul 10x DreamTaq Buffer, 5
ul 2 mM dNTP ve 1.25 U (0.25 pl) DreamTaq Hot Start DNA Polimeraz enzimi
(ThermoScientific, Cat# EP1703) eklendi. Steril dH,O ile son hacim 50 pl’ye
tamamlandi. 3 dakika 95°C’de denatiirasyon, dongii baslarinda 95°C’de 30 saniye
denatiirasyon, 30 saniye 58°C’de annealing, 1 dakika 72°C’de uzama ve 10 dakika
72°C’de son uzama olarak 36 dongiiliik PZT kosullar1 ayarlandi. %]1°lik agaroz jelde
elektroforez yapildi. Klonlanan LMW_sSIpA geni igini bekledigimiz 946 baz cifti
bliytikliiglindeki bant jelde goriildii.
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3. 9. LMW _slIpA Geninin Dizi Analizi

llgilendigimiz DNA fragmentlerini igeren klonlardan izole edilen plazmid
DNA’s1 ile klonlama vektoriine klonladigimiz geni i¢ine alacak sekilde birkag baz daha
5’ yukar1 ve 3° asagir bolgelerine 06zel hazirlanmis {iniversal primerlerle PZT

gerceklestirildi.

Tepkime i¢in her bir PZT tiipline; 1 pl (~ 150 ng) Plazmid DNA’s1,1’er ul 20
pmol/ul ileri ve geri tiniversal primerler, 5 ul 2 mM dNTP, 5 ul 10x DreamTaq Buffer
ve 1.25 U (0.25 ul) DreamTaq Hot Start DNA Polimeraz enzimi eklendi. Steril dH,O ile
son hacim 50 pl’ye tamamlandi. PZT kosullar1, 95°C’de 3 dakikalik denatiirasyondan
sonra 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30 saniyelik annealing, 72°C’de 1
dakika uzama ve 36 dongii sonunda da 10 dakika 72°C’de son uzama olarak
gerceklestirildi. PZT iirlinlerinin elektroforezi %1°lik hazirlanan agaroz jelde yapildi.
Istedigimiz DNA fragmenti baz uzunluguna goére Gel Elution Kit (GeneMark, Cat#
DPO3P) ile jelden saflastirildi.

20 ul saflastirilan DNA fragmenti, 10 ul (10 pmol/ pl) ileri ve geri primerler 1,5
ml mikrosantrifiij tiip icinde hazirlandi. Ornekler DNA dizi analizi igin iizerleri
etiketlenerek GATC BioTech AG, Almanya firmasina gonderildi. Dizi analizleri ABI
3730XL (GATC BioTech AG, Almanya) cithazinda yapildu.

Analiz sonucunda elde edilen verilerle, klonlama vektoriine klonlanan gen

bolgesinin ilgilendigimiz LMW_SIpA genine karsilik geldigi gorildii.
3. 10. Rekombinant Plazmidlerin A. tumefaciens’e Aktarilmasi

3. 10. 1. A. tumefaciens bakteri kiiltiirlerinin ve elektrokompetent hiicrelerinin

hazirlanmasi

DSMZ kiiltiir koleksiyonundan elde edilerek %25 gliserol stok yapilan A.
tumefaciens B6 susu ¢oziillerek LBA plaklara tek koloni ekim ydntemiyle ekilerek
cogalmast icin 26°C’de 1-2 giin inkiibe edildi. Cogalan kolonilerden tek koloni
secilerek 5 ml LB siv1 besiyerine inokiile edildi ve 26°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali

inkiibatorde 1-2 giin kiiltiire edildi.
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1-2 giinliik taze tiretilmis A. tumefaciens bakterileri LBA plaklardan 6ze ile tek
koloni sec¢ildi ve yeni bir LBA’ya yayma plak yontemiyle ekildi. Plak yiizeyini
tamamen kaplayana kadar 26°C’de gece boyu (~ 16 sa.) inkiibe edildi. Daha yiiksek
hacimde elektrokompetent hiicre silispansiyonu gerekliyse, hiicreler birden fazla

plakadan toplandi.

Bakteriyel hiicreler plaktan 4 ml % 10 (hacim / hacim) soguk steril gliserol ile
yikandi. Plagin ylizeyinde biiyliyen hiicreler, 6ze ile kazind1 ve gliserol soliisyonunda
siispanse edildi. Bakteri siispansiyonu daha sonra iki steril 2 ml mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi. iki tiip icindeki siispansiyonlar, 4°C'de 1 dakika boyunca 14,000 rpm'de
(18,000 xg) santrifiij edildi; iist s1v1 atild1. Bakteriyel ¢okelti igeren her bir tiipe 1 ml %
10 (v / v) buz gibi soguk steril gliserol ilave edildi. Hiicreleri tekrar siispansiyon haline
getirmek i¢in tiipler vorteksle iyice karistirildi ve santrifiij islemi bir kez daha
tekrarland1. iki santrifiijleme asamasindan sonra, iist siv1 ayrildi1 ve tekrar atild. Iki tiip
icindeki bakteri ¢okeltileri her biri 200 pl % 10 (v / v) soguk steril gliserol i¢inde
yeniden siispanse edildi ve bir tiipte birlestirildi. 400 pl elde edildi.

Agrobacterium hiicre siispansiyonu igeren tiip elektroporasyona kadar buz
tizerinde tutuldu. Kullanilmayan elektrokompetent hiicreler, alikotlandi, sivi azot iginde

donduruldu ve -80 ° C'de sakland.

3. 10. 2. Elektroporasyon

Elektroporasyon igin, 70-80 ul soguk elektrokompetent bakteriyel hiicre
slispansiyonu steril mikrosantrifiij tiiptinde 1-3 pl (1-100 ng) plazmid DNA ile
karigtirildi. Bu karisim buzda bekletilmis 2 mm’lik elektroporasyon kiivetine dolduruldu

ve kiivet tutucusuna yerlestirildi. Elektroporator asagidaki parametrelerle kullanildi:
2.5 kV, 25 pF kapasitans ve 400 € rezistans.

Plazmid DNA ve elektrokompetent bakteriyel hiicre siispansiyonu iceren kiivete
hizlica 1 ml SOC besiyeri eklendi ve bakteri slispansiyonu 15 ml'lik bir santrifiij tiipline
aktarilarak istenen yiiksek sayida transformantlara ulagana kadar 1-3 saat boyunca

26°C'de inkiibe edildi. Elektroporasyona ugramis hiicrelerin her bir siispansiyonundan
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100 pl, 50 pg/pl kanamisin igeren LBA plaklari {izerine yayildi. Plaklar 2 giin boyunca
26°C'de inkiibe edildi.

Islem sonunda rekombinant plazmidi iceren A. tumefaciens kiiltiirii elde edildi ve
sonraki agamada bitki doku kiiltiiriinde kullanilmak {izere % 25 gliserol ile stoklanarak -

80° C'de muhafaza edildi.

3.10. 3. PZT ile dogrulama

Rekombinant plazmidi igeren A. tumefaciens kiiltiiriinden izole edilen plazmid
ile ilgilenilen geninin C. difficile genomundan ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ¢ifti ile
PZT islemi aym1 kosullarda yapildi. Basarili sekilde doniistiiriilmiis koloniler PZT
amplifikasyonu ile dogrulandi.
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4. BULGULAR

Calismamizda antibiyotikle iligkili enterokolit etmeni C. difficile’ye ait Diigiik
Molekiiler Agirlikli Yiizey Katman Proteinleri’ne ait LMW _SIpA geni, gen bdlgesine
0zel hazirlanan ileri ve geri primer ciftiyle yapilan PZT sonucunda g¢ogaltilmistir.

LMW_sIpA genine ait DNA fragmenti (Sekil 4. 1.) gosteren jel goriintiisii asagidadir.

3.0 kb —"
2.0kb

ool
15kb [ |

1o I E S S

o I

i

”Ht"!”vmml
o

Sekil 4.1. PZT ile sentezlenmis C. difficile LMW_slIpA geninin %]1’lik agaroz
elektroforezi jel goriintiisii. P: PZT. Ladder: GeneMark Gen100 DNA Ladder

2. ve 3. kuyucukta yiiksek konsantrasyonda stoklanmak {izere 50’ser ul olarak
yiiklenerek jelden temizlenen LMW_SIpA genine 6zel primerlerle yapilan PZT {irtinleri
goriilmektedir. Ornege ait bantlarim, referans olarak kullanilan 1. kuyudaki 100 baz ¢ifti
ladderin 1 kb’a karsilik gelen yukaridan 4. bandina yakin ¢ikmis olmasi, 946 baz ¢ifti
olmast beklenen LMW _sIpA genini dogrulamaktadir. Jelden toplanan bu DNA
fragmentleri yaklasik 80 ng/ul olarak olcililerek sonraki islemlerde kullanilmak iizere

saklanmustir.
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Rl1 R2 R3 R4

10.0 kb : 10.696 be
8.0 kb i 3 3

6.0 kb : ; 12.411 be

3.0kb
2.0kb

1.5 kb - 1715 be
1.0 kb R

946 be

Sekil 4.2. Xhol restriksiyon enzimi ile LMW_slIpA geninin ve pEarleyGate 103
klonlama vektoriiniin kesiminin %1°lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
R: Restriksiyon. Ladder: GeneMark 1 kb DNA Ladder

R1 olarak adlandirilan 2. kuyucukta, Xhol restriksiyon enzimi ile kesilmis
LMW_sIpA genine ait DNA fragmenti, R2 olarak adlandirilan 3. kuyucukta ise enzim ile
kesilmemis ayni gen bulunmaktadir. 946 baz ¢ifti beklendigi iizere ladderdaki ilgili
referans degerlere karsilik geldigi goriilmiis ve dogrulanmistir. R3 kuyucugunda Xhol
restriksiyon enzimi ile kesilerek plazmidden ¢ikarilan 1.715 baz ciftlik parca ile kalan
10.696 baz cifti 2 ayr1 fragment olarak goriilmektedir ve kesimin gerceklesmis oldugu
bu sekilde belirlenmistir. R4 kuyucuguna yiiklenen kesilmemis plazmide ait 12.411 baz
cifti olmasi beklenen DNA’nin karsilik geldigi referans degerinin altinda kalmasi
plazmidin “supercoiled” formda oldugunu diislindiirmiistiir. Kesilmis plazmide ait
10.696 baz c¢ifti oldugu disiiniilen bant jelden temizlenerek ligasyonda kullanilmak

tizere saklanmistir.
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Klonlama vektoriiniin 6nceden yeri belirlenen ¢oklu kesim bdlgesinde
restriksiyon enzimi ile yapiskan uglar olusturulmus, onceden PZT ile cogaltilan
ilgilenilen gen bdlgesinin ayn1 enzimle kesilen yapigkan uglar1 ile uyumlu hale

getirilmistir.

12.411 be

11.642 be

Sekil 4.3. pEarleyGate 103 plazmide LMW_sIpA geninin ligasyon iiriiniine ait %1°lik
agaroz jel elektroforezi goriintiisii. L1: Bos pEarleyGate 103 plazmid, L2 ve L3:

LMW._sIpA geni iceren rekombinant pEarleyGate 103 plazmid. L: Ligasyon. Ladder:
GeneMark 1 kb DNA Ladder

T4 DNA Ligaz enzimi ile yapiskan uclu lineer plazmid ve DNA fragmentinin
birbirine baglanmasi tepkimesi gergeklestirilmistir. Plazmidin ¢oklu klonlama
bolgesinden c¢ikarilan DNA parcast ile sonradan baglanan yabanci DNA parcasi
arasindaki fark 769 baz ciftidir.

38



Yukarida Sekil 4.3.’de  goriilen agaroz jelde ligasyon tepkimesi sonucu
gosterilmektedir. L1 olarak adlandirilan kuyucukta kesimden onceki bos plazmidlere ait
12.411 kb bant goriintiisii goriilmektedir. L2 ve L3 olarak adlandirilan 3. ve 4.
kuyucuklarda ise 946 baz gifti biiyiikligiinde LMW_sIpA geni eklenmis pEarleyGate
103 plazmidine ait 11.642 baz cifti biyiikliigiindeki rekombinant DNA’nin bantlart

goriilmektedir.

Sekil 4.4. Kanamisinli LB Agar plakta LMW_sIpA geni klonladigimiz pEarleyGate
103 plazmidi igeren transformant E.coli TOP10 kolonileri.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10. Bos plazmid

10.0 kb o Fon
6.0 kb ‘ mm“““ﬂ
3.0 kb

2.0kb ‘ 11.642 be
1.0 kb

Sekil 4.5. Rastgele secilen 10 koloniden izole edilen plazmidlerin %1°lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. Ladder: GeneMark 1 kb DNA Ladder

Sekil 4.5.te verilen jel goriintiisiindeki 1’den 10’a kadar numaralandirilan
kuyucuklardaki 11.642 baz ¢ifti biiyiikliikte oldugu diisiiniilen bantlardan ilkinin ilgili
plazmide ait dogrusal, ikinci bandin ise plazmidin halkasal DNA formuna ait oldugu
diistiniilmektedir. 12. kuyucukta vektoriin klonlama yapilmamis formuna ait 12.411 baz

cifti buiyiikliigiindeki 6rnegin dogrusal ve halkasal yapidaki bantlar1 gériinmektedir.

Bos ) +)

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10 plazmid Kontrol Kontrol

s L

W \M | ‘| il ‘.‘ \\ d v i
- vl | { i
“ | il e \Mm s 2 1 A A ‘,;Wmi Wi flmml;
Sekil 4.6. Transforme bakterilerden rastgele segilen 10 koloniye ait plasmid ile yapilan

koloni PZT sonucunu gosteren %1’lik agaroz jel goriintiisii. K: Koloni. Ladder:
GeneMark 100 bp DNA Ladder
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Sekil 4.6.’da verilen jel goriintiisindeki K1 ve K10 arasinda siralanan
kuyucuklarda, klonlanan gene ait 946 baz cifti biiyilikliigiinde olmasi beklenen PZT
triinleri ladder iizerindeki referans degerleriyle birlikte pozitif kontroldeki banda
karsilik gelmis ve genin plazmid igerisindeki varligi dogrulanmistir. Beklenen degerde
bant gozlenen koloniler sonraki ¢calisma asamasi i¢in ayrilmigtir. Negatif kontrolde bant
gozlemlenmemis ve PZT nin dogru calistig1, herhangi bir kontaminasyon olmadig: teyit
edilmistir. Sonraki asamada PZT sonucu referans degerlere gore 946 baz ¢iftlik bant

gorlinen kolonilere ait plazmidlerle Pstl endonukleaz kesim enzimiyle haritalama islemi

yapilmustir.

P1 Bos P2 Diiz P3 Ters

8.0 kb

6.0 kb 7.243b¢ 7.243 be

5.700 be 2,974 bg
2.542 be

3.0kb 3.864 be

2.215bg

1.5kb 1.662 be 1.783 be

500 b

b
=
==

Sekil 4. 7. PZT ile belirlenen koloni plazmid DNA’larmin Pstl endonukleaz enzimi ile

kesimi %1°lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii. P: Pstl endonukleaz enzimi. Ladder:
GeneMark 100 bp DNA Ladder

Klonlamada tercih ettigimiz Xhol endonukleaz enzimi, analizlerde genin ters ya
da diiz olarak klonlanmis oldugunu belirlememiz zorunlulugu meydana getirmektedir.
Restriksiyon haritalama yontemiyle yapilan analiz sonucu rekombinant plazmidlerdeki
genin yerlesme sekli belirlenmistir. Bu islem i¢in, plazmidi en az 3 noktadan kesen ve

bu noktalardan en az biri klonladigimiz genin ig¢inde bulunan bir endonukleaz enzimi
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tercih edilmistir. Pstl endonukleaz enzimi, ilgili genin diiz olarak klonlanmis oldugu
plazmidlerde 7.243 baz ¢ifti, 2.542 baz ¢ifti ve 2.215 baz ¢ifti uzunlugunda 3 DNA
fragmenti olusturmaktadir. Buna karsilik ters olarak klonlanmis plazmidlerde ise farklh
olarak 7.243 baz cifti, 2.974 baz cifti ve 1.783 baz c¢ifti uzunlugunda bantlar
olusturmaktadir. Kontrol olarak, bos plazmid kesimi de jele yiiklenmis ve beklenen
5.700 baz cifti, 3.864 baz ¢ifti ve 1.662 baz ¢ifti uzunlugunda bantlar, klonlanmig
plazmidlerle karsilastirilarak tekrar dogrulanmstir.

Sekil 4.8. Kanamisinli LB Agar plakta LMW_slIpA geni klonladigimiz pEarleyGate
103 plazmidi igeren A. tumefaciens kolonileri.

Restriksiyon haritalama islemi sonucu diiz olarak klonlandig1 belirlenmis ve
dogrulanmis koloniye ait rekombinant  plazmidler, A. tumefaciens bakterisine
elektroporasyon yontemi ile aktarilmistir. Sekil 4.8.’de kanamisinli LB agar plaklarda

tireyen A. tumefaciens kolonileri goriilmektedir.
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1 2 3 (+) Kontrol (-) Kontrol

8.0 kb
6.0 kb

3.0kb

1Ll

1.5kb
1.0 kb

500 bg

i
i
4

Sekil 4.9. A. tumefaciens'ten izole edilen plazmidlerle LMW_sIpA i¢in 6zel hazirlanan

ileri ve geri primer ¢iftiyle yapilan PZT sonucunu gosteren %1°lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii

Sekil 4. 9.’da 1,2 ve 3 seklinde numaralandirilmis kuyucuklardaki bantlarin,
ladder ve pozitif kontrol olarak kullanilan C.difficile DNA’sindan ¢ogaltilan LMW_sIpA

geninin referans degerleriyle karsilagtirilmasi sonucu 946 baz ¢ifti uzunlugunda olmasi

beklenen ilgili PZT tiriinlerinin dogrulanmasi saglanmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Hastane kaynakli, antibiyotikle iligkili enterokolit etmeni C. difficile bakterisi,
diinyada ve iilkemizde klinik olarak ilgilenilmesi gereken bir sorun olusturmaktadir.
Ozellikle halihazirda tedavi siirecinde olan ve bagisiklik sistemi zayiflayan hastalarda
tedavisi gli¢ ve Oliime kadar ilerleyen bir tabloda seyretmektedir. Antibiyotik
kullanimina bagli olarak mikroorganizmalarin birbirleriyle rekabet halinde bulundugu
bagirsak florasinin dengesi bozulur ve baskilanan C. difficile sporlari aktif halde

vejetatif forma gecerek toksin salgilamaktadir (Leclair ve ark., 2010).

CDE’nin tedavisi i¢in vankomisin antibiyotik tedavisi ya da saglikli bir insanin
diskisindan elde edilen mikrobiyal soliisyonun degisik yollarla hasta kisiye
nakledilmesidir olarak tanimlanan fekal mikrobiyota transplantasyonu (FMT)
yontemleri diginda uygulanabilecek baska tedavi giliniimiiz i¢in bulunmamaktadir
(Barnett, 2012; Pechine ve ark., 2007). CDE i¢in en giincel alternatif tedavi
arayislarinda C. difficile bakterisinin yiizey katman proteinleri (SLP’ler) {izerine yogun
ilgi dikkat cekmektedir. Ozellikle Calabi ve arkadaslarmin detayli calismalar yaptigi
SLP’ler hakkinda sunduklar bilgilerden siklikla faydalanilmistir. Yapilan calismalardan
alman sonuglar, SLP’ler iizerine farkli bir bakis acis1 gelistirip bu calismay1
planlamamiz1 saglamistir (Cerquetti ve ark., 2000; Calabi ve ark., 2001; Calabi ve ark.,
2002; Calabi ve Fairweather, 2002; Eidhin ve ark., 2006).

C. difficile’e ait SLP’lerin bagirsak yilizeyindeki kolonizasyonu sirasinda
ozellikle diisiik molekiiler agirlikli SLP A’nin (LMW-slpA) yiiksek miktarlarda
uygulanmasi halinde bagirsak epitel hiicrelerinde immiin yanit olusturdugu Bruxelle ve
arkadaglar tarafinda 2015 yilinda yayinlanan ¢alismayla ortaya konmustur. Bu bilgiden
yola ¢ikarak bitki biyoteknolojisiyle gelistirilmis LMW-slpA proteini iireten bitkiler
yetistirmek tasarlanmistir. Bu bitkiler agizdan alinarak sindirim kanalina gecen LMW-
slpA’lar ile bagirsak epitel hiicrelerinde immiinoglobulin antikorlarinin sentezini
uyarmak ve sonradan gelisebilecek CDE icin kolonizasyon Oncesinde immiin yanit
olusturulmasini saglamak caligmamizin ana fikrini olusturmustur. (Bruxelle ve ark.,

2015; Pechine ve ark., 2007; Calabi ve ark., 2002).
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SLP’lere ait Onciil protein slpA, 2160 baz ¢ifti uzunlugundaki gen bolgesinden
sentezlenmektedir ve toplamda 72-86 kDa kiitleye sahiptir (Eidhin ve ark., 2006; Calabi
ve ark., 2002). Yiiksek molekiiler agirlikli alt birim (HMW-slpA), onciil proteinin C-
terminalinden, sistein proteaz enzimi ile diisiik molekiiler agirlikli yilizey katman
proteini (LMW-slpA)’den ayrilir. Bagirsak epitel hiicresi ile ilk temas eden ve
kolonizasyon siirecinin baglamasinda Onciil olan protein oldugu diisiiniilmektedir
(Calabi ve ark., 2002). slpA geni baz ¢ifti uzunlugu ve sentezlenen proteinin kiitlesi géz
Oniine alinarak, bir biitiin olarak kullanilmak yerine diisiik molekiiler agirhikli (LMW-
slpA) alt birimi tercih edilmistir. LMW-sIpA geninin tercih edilmesindeki en onemli
etken C. difficile kolonizasyonundaki etkisi ile hedefledigimiz amaci yerine
getirebilecegini diisiinmemizdir. Ayrica molekiiler diizeyde SIpA genini bir biitiin olarak
PZT ile ¢ogaltmak, Agrobacterium’a uygun plazmid pEarleyGate 103’iin halihazirda
boyutunun biiyiik olmasi (12.411 baz ¢ifti) sebebiyle klonlanmada karsilasilan giicliikler
de goz Oniine alinarak galismamizda yiizey katman proteinlerinin diisiik molekiiler

agirlikli (LMW-slpA) alt birimi se¢ilmistir.

Molekiiler klonlama ile ilgilendigimiz genin iiriinii olan proteini iiretecek genetik
ozellige sahip rekombinant plazmidlerin diizenlenmesi ve bitkilere indirekt gen
aktariminda kullanilacak A. tumefaciens bakterilerine bu plazmidlerin aktarilmasi
calismalar gergeklestirilmistir. A. tumefaciens bakterilerinden izole edilen rekombinant
plazmidler ile yapilan DNA seviyesinde analizler ile klonlamanin gergeklestigi, bitkiye
aktarilabilir yapida plazmidlerin ve dogal olarak vektor olarak kullanilabilir A.
tumefaciens’lerin elde edildigi goriilmiistiir. Tlgilenilen rekombinant plazmidi igeren A.
tumefaciens elde edilmesi, bitki doku kiltirii ile LMW-sIpA geninin ifadesiyle
sentezlenen proteinlerle C. difficile enfeksiyonuna karst anti-SlpA antikorlarinin

iretilebilmesi agisindan onem teskil etmektedir.

Rekombinant biyofarmasdtiklerin tedariki i¢in bitkilerin kullanilmasi, tiretimini
arttirma ve maliyetleri azaltma potansiyeline sahiptir (Owczarek, 2019). Bu ¢alismadan
elde edilen materyaller ve verilerden, sonraki asamalarda bitki biyoteknolojisi
calismalarinda kullanilmak {izere faydalanilabilir. Calismanin amacina uygun olarak;
yenilebilir, tarim1 yaygin, kiiltiir sartlar1 ve ¢imlenme kapasitesine gore belirlenecek

bitki tiirii ile doku kiiltiirii yapilabilir. Tercih edilen bitkilere ait tohumlar, bitki doku
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kiiltiiriiyle ¢imlendirilip, gerekli bitki biiylime diizenleyicileri dogru miktarlarda
kullanilarak, organogenezle elde edilecek kok, govde, yaprak gibi dokulara ait bitki

hiicrelerine, transgenik A. tumefaciens bakterileriyle gen aktarim yapilabilecektir.

Ozellikle 2000 y1l1 ve sonrasinda yapilan calismalarda doku kiiltiirii ve bitkinin
genetik olarak 1slah1 konusunda c¢ok daha saglam adimlarin atildigi bir gercektir.
Ozellikle Barotti ve arkadaslariin (2006) belirttigi iizere belirli ekolojik kosullara
adaptasyonu ve firlin verimi yiiksek bitkilerin gelistirilmesinde genetik degisikliklerin

Oonemi gosterilmistir.

Li ve Zhang ‘m (2018) yayinladig1 en giincel yayinlarda memeli hiicrelerinin
yanisira pamuk gibi bitki hiicrelerinde CRISPR/Cas9 sistemi ile gen diizenleme

calismalarinin hiz kazandig1 da goriilmektedir.

Olusturulan transgenik bitkilerle soguk zincir gerektirmeyen, bozulma riski
minimum olan, kolay tiiketilebilir, kolay uygulanabilir, yenilebilir asilar
iretilebilmektedir. Biz bu calismada yenilebilir as1 {iretiminin birinci asamasi olarak

gerekli vektor olan transgenik plazmid tasiyan A. tumefaciens bakterilerini elde ettik.
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