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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS LPPX PROTEININ REKOMBINANT
TUBERKULOZ ASISI GELISTIRMEDE KULLANIMI

Cennet DOGAN

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Sezer OKAY

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis (MTB) bakterisinin neden oldugu
bulasici bir hastaliktir. Bu hastalik i¢in kullanilan tek ast BCG’nin erigkinlerde
koruyuculugu yetersiz kalmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, rekombinant tiiberkiiloz asis1
gelistirmek igin MTB izolatindan IppX genini molekiiler tekniklerle klonlayip, LppX
proteinini rekombinant olarak saflastirarak, bu proteinin Montanide ISA 720
adjuvaniyla formiilasyonunun hiimoral ve hiicresel bagisikligi tetikleme kapasitelerini
arastirmaktir. Bu c¢alisma i¢in ilk olarak tiilkemizdeki bir verem hastasindan izole
edilmis olan M. tuberculosis susundan IppX geni pGEM-T, sonrasinda pET28a
vektoriine klonlanlanarak E. coli BL21 susuna aktarilmistir. E. coli’de ifade edilen his-
tag’li rekombinant LppX proteini nikel kolonkullanilarak saflagtirilmis ve Montanide
ISA 720 VG adjuvanmi ile 7:3 oraninda as1 formiilasyonu hazirlanmistir. Asi
formiilasyonu, adjuvan ve BCG asisi, Balb/c farelere enjekte edilmis ve farelerden
belirli araliklarda serum toplanmigtir. Western blot teknigi rekombinant proteini kalitatif
olarak goriintiillemek i¢in yapilmistir. Rekombinant proteine ve BCG asisina 6zgilin
serum kullanildiginda beklenen biiyiikliikte bantlar gézlenirken, sadece adjuvana 6zgiin
serum kullanildiginda bant gozlenmemistir. Hiimoral ve hiicresel bagisiklig: tetikleme
kapasiteleri degerlendirilmistir. Bagisiklama oOncesinde ve sonrasinda IgG degerleri
karsilastirildiginda, hazirlanan as1 formiilasyonunun hiimoral bagisiklik yanitin1 anlaml
diizeyde artirdigr belirlenmistir. Hiicresel bagisikligi tetikleme kapasitesi serum
interferon-gama (IFN-y) ve interlokin-12 (IL-12) diizeyleri ile Ol¢iilmiistir. LppX
formiilasyonunun IFN-y diizeyini artirmada BCG asis1 Kadar etkin oldugu, ancak IL-12
tetiklemede yetersiz kaldig1 gézlemlenmistir. Daha sonra yapilacak ¢alismalarda, farkli
immiinojenik proteinlerle olusturulacak ikili veya Tlglii fiizyonlarin daha etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

UTILIZATION OF LPPX PROTEIN FROM MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
FOR DEVELOPMENT OF RECOMBINANT TUBERCULOSIS VACCINE

Cennet DOGAN

Cankir1 Karatekin University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sezer OKAY

Tuberculosis (TB) is a contagious disease caused by the bacterium Mycobacterium
tuberculosis (MTB). Today, BCG is the only vaccine used against TB. However, the
protection of this vaccine in adults is insufficient. The purpose of this study was to
clone the IppX gene from MTB isolate and to purify recombinant LppX protein for
development of recombinant TB vaccine. The IppX gene from MTB strain, isolated
from a TB patient in our country, was cloned into first pPGEM-T and then pET28a
vectors and transferred to E. coli BL21 strain. His-tag recombinant LppX protein
expressed in E. coli was purified using nickel columns, and a 7: 3 vaccine formulation
was prepared with Montanide ISA 720 VG adjuvant. VVaccine formulation, adjuvant and
BCG vaccine, weres. ¢ injected to 5 Balb/c miceand serum samples were collected at
regular intervals from mice. The Western blot assay was performed to qualitatively
screen the recombinant protein. While bands of the expected size were observed using
the recombinant protein and the BCG vaccine-specific serum, the band was not
observed only when the adjuvant-specific serum was used. When the IgG values were
compared before and after immunization, the vaccine formulationwas significantly
increased the humoral immune response. The capacity of these formulations to induce
cellular immunity in Balb/c mice was measured by serum interferon-gamma (IFN-y)
and interleukin-12 (IL-12) levels. It was observed that the LppX formulation was as
effective as the BCG vaccine in increasing the level of IFN-y but it was not sufficient to
boost IL-12 levels. In future studies, it is thought that double or triple fusions to be
formed with different immunogenic proteins may be more effective.

2019, 67 pages

KEYWORDS: BCG, cellular immunity, Montanide ISA 720, recombinant vaccine,
tuberculosis disease.
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1.GIRIS

1.1.Tiiberkiiloz Nedir?

Tiiberkiiloz (TB) hastaligi, siklikla Mycobacterium tuberculosis (MTB) bakterisinin
neden oldugu, verem adi ile bilinen, ge¢misi insanlik tarihi kadar eski olan, bulasici bir
hastaliktir. Gegen binlerce yillik siire i¢inde tliberkiiloz insidansinda artis ve azalmalar
gostererek toplumun sagligi bakimindan her zaman kalici bir problem olma 6zelligini
stirdiirmiistiir. Tanimlanacak olursa; latent tiiberkiiloz enfeksiyonu M.tuberculosis basili
ile karsilasmis ancak hastalik olusturmamis; yapilan tiiberkiilin deri testinin (PPD)
pozitif, akciger grafisinin ve fizik muayene bulgularinin normal olmasi durumuna denir.
M.tuberculosis basilinin akcigerde lezyon olusturmasi, sikayetin devam etmesi, fizik
muayene ve akciger grafisinin patolojik bulgu igermesine tiiberkiiloz hastaligi denir.

(Kilig vd. 2011).

Tiiberkiiloz hastaligi pulmuner ve ekstrapulmuner olmak iizere iki sekilde
goriilmektedir. Hastalik siireci boyunca basil tipik olarak akcigerleri etkileyebilir buna
pulmoner TB, bazen diger bolgeleri de etkileyebilir buna ise ekstrapulmoner TB denir.
Pulmoner TB hastasi olan birinin 0kslirme hapsirma gibi yollarla bakteriyi disariya
atmasi nedeniyle hava yoluyla hastalik bulasmaktadir (Cizelge 1.1). Genellikle, MTB
ile enfekte olmus kisilerin ¢ok az bir kismi hastaliga yakalanir ancak HIV pozitif
kisilerin hastaliga yakalanma orani ¢ok daha yiiksektir. TB, erkeklerde kadinlardan daha
cok goriilir ve ekonomik olarak iiretken yas grubundaki yetiskinleri daha fazla

etkilemektedir. (DSO, 2018).

Tiiberkiiloz enfeksiyonunun viicuda yayilmasinda {ist solunum yollarinda biiyiik
partikiiller tutulurken, alveollere kiiciik partikiiller ulasir. MTB basili alveoldeki
makrofaj i¢ine alinarak c¢ogalirlar. Lenf bezelerine giden bir kisim basil kan dolasimi
yardimi ile beyine, akciger apekslerine, bobreklere, kemiklere ve diger organlara
yerlesirler. Bagisiklik sistemi yaklasik olarak 2 ile 8 hafta arasinda basilin yayilmasini
onler (Ozkara vd. 2003).



Cizelge 1.1 MTB'nin bulagsmasini etkileyen faktorler (Alasan 2015)

Tiiberkiiloz Hastasi Ortam Hedef Kisi

Balgaminda MTB sayis1 Havalandirma (havanin Enfeksiyona/MTB’ye
hacmi artirilarak ortamdaki  direnglilik
MTB seyreltilir)

Balgamin dagilmasi Tekrar ayni havanin Hastalanmayi artiran
(0kstirtik, hapsirik, sulu ortamda nufus etmesi durumlar ve diger
balgam,) hastaliklar
MTB’nin canlilig1 Glines 15181, ultraviyole MTB kaynagiyla
gecirilen zaman
MTB’nin viriilans1 Tiiberkiiloz hastasina yakin
olma

Tiiberkiiloz hastaliginin tanisinda diinya capinda en yaygin yontem, balgam
orneklerinde bakterinin mikroskop altinda incelenmesine dayanan, balgam yayma
mikroskopisidir. Son yillarda tiiberkiiloz tan1 teknolojilerindeki gelismeyle birlikte, hizli
molekiiler tiiberkiiloz tani testleri kullanilmaya baslanilmis olmakla birlikte gelismis
laboratuvar kapasitesi olan tilkelerde kiiltlir metotlariyla da TB tanis1 yapilabilmektedir.

(DSO, 2018).

Tiiberkiiloz hastalig1 diinyada Oliimle sonuglanan bir enfeksiyon hastaligi olarak
Onemini yitirmemistir. Son otuz yil i¢inde sosyo-ekonomik sorunlar, gocler, savaslar,
tiiberkiiloz kontrol programlarinin ihmal edilmesi ve 6zellikle de HIV/AIDS salginin
ortaya ¢ikmasi ile tiiberkiiloz hastaliginin insindansin da bir¢ok iilkede artig1 olmustur

(Kiligaslan 2007).

Tiiberkiiloz basili ile diinya niifusunun %2’s1 enfekte olmustur. Tiiberkiiloz her yil 8,7
milyon insanda goriilmekte, 2 milyonunda olimle sonuglanmaktadir (Sekil 1.1).
Tiirkiye’de tiiberkiiloz orta derecede yaygindir. T.C Saglik Bakanligi verilerinde her
yeni yil igerisinde 100.000 kisiden 30’unda tiiberkiiloz hastaligi goriilmektedir. DSO
kiiresel TB 2018 Raporu’na gore Tiirkiye’de yaklasik olarak yilda ortaya c¢ikan



yenitliberkiiloz hastas1 13 ila 14 bin arasindadir. Tespiti yapilan yeni baglangi¢c goriilen
tiiberkiiloz hasta sayis1 %6 oraninda her yil azalmaktadir. Tiiberkiiloz hastalarmin %41
oraninda kadin, %59 oraninda erkektir. Tiiberkiiloz hastalarinin %64 oraninda akciger

tiiberkiilozu ortaya ¢ikarken, %36 oraninda diger organlarda ortaya ¢ikmaktadir.

A. TB Insidans1 B. TB Oliimleri
10 — 1.5 \
Tiim TB vakalar il
Milyon Milyon HIV negatifler arasinda TB éliimleri

57 Yeni bildirilen ve nitkseden vakalar
0.5 - '—____\
HIV pozitifler arasinda TB oliimleri
HIV pozitif TB vakalar1 -

I 0 I T

0

I I
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Sekil 1.1 2000-2018 yillar1 arasinda diinya ¢apinda meydana gelen (A) TB insidansi ve
(B) TB 6liimlerine ait oranlar(DSO, 2018)

1.2. Mycobacterium tuberculosis’in Ozellikleri

Tiiberkiiloz (verem) hastaligina yol ag¢an Mycobacterium tuberculosis (MTB)
bakterisidir. Ik olarak Robert Koch adli bilim adami tarafindan 24 Mart 1882 yilinda
tanimlanmistir. Robert Koch yaptigi bu kesfi i¢in tip alaninda 1905 yilinda Nobel
odiliint almistir. MTB’nin 1999 yilinda genomu belirlenmistir (Taylor 2003).

Mycobacteriaceace familyasi igerisinde yer alirlar ve ¢omak seklinde, asido rezistans,
hareketsiz bakterilerdir. Patojen ve saprofit tiirleri de bulunur. MTB’nin bilimsel

siniflandirmasi Cizelge 1.2°de verilmistir.



Cizelge 1.2 MTB'nin bilimsel siniflandirilmasi (Alasan 2015)

ALEM Bacteria
BOLUM Actinobacteria
TAKIM Actinomycetales
FAMILYA Mycobacteriaceae
CINS Mycobacterium
TUR M. tuberculosis

MTB, sporsuz, hareketsiz, 1-4 um uzunlugunda, 0.3-0.6 pm eninde kapsiilsiiz ¢comak
seklinde bir bakteridir. Yavag biiylime, dormansi, kompleks hiicre duvar1 ve hiicre igi
patogenez ile karakterizedir. MTB besi ortaminda yaklagik 24 saatte bir bdliiniir. Bu
durum hastaligin kronik dogasini da belirler ve uzun bir tedavi siiresini gerektirir.
MTB'nin enfekte olan dokuda sessiz kaldigi dormansi halinde hastalik meydana gelmez
ancak yaglilik ve immiin supresyon gibi bagisikligin zayifladigi durumlarda, bazen on
yillar sonra, dormant bakteri tekrar aktif hale gelir ve hastalik ortaya cikar (Cole et al.
1998). MTB’nin koloni yapist ve elektron mikroskobu goriintiisii Sekil 1.2°de

gosterilmistir.

Hiicre duvarinin hidrofobik 6zellik gostermesi ve boyalarin eriyikleri ile az reaksiyon
gostermelerinden dolay1 gram boyasi ile gii¢ boyanirlar. Is1 uygulamasi yaparak boyama
artirllabilmektedir. Bu  bakteriyi boyamada Ehrlich Ziehl Neelsen yontemi
kullanilmaktadir. Bu boyama yontemi ile mavi iizerinde kirmizi renkte goriiniirler.
MTB'de mumsu bir kilif bulunur ve bu yap1 bakteriyi konak hiicrelerden temizlenmeye
kars1 direncli hale getirip orada on yillarca hayatta kalmasina yardimci olur. Bu mumsu
kilifa gomiilii olan membran proteinleri ve membran baglantili proteinler ile hiicre
disina salgilanan proteinler konak-patojen iligkilerinde ¢ok 6nemli rol oynadiklari i¢in
MTB' ye karsi ilag ve as1 gelistirilmesinde potansiyel hedef olarak yer alirlar (Bell et al.
2012).



Sekil 1.2(A) MTB'nin koloni yapisi(Kubica et al. 2006) ve (B) elektron mikroskobu
goriintiisti(Todar 2008)

MTB hiicre i¢i bir patojen olup konagin makrofajlarina yerlesir. Burada, hiicre ici ve
lokal doku ortamini degistirerek kazedz, nekroz ve granuloma olusturur. Birgok
mikobakteriyel tiir, makrofaj icerisinde siklik AMP (cAMP) patlamas1 yaparak hiicrenin
sinyal iletimini etkiler. Bakteri ayrica hiicre i¢inde hayatta kalabilmek icin konakta
fagozom olusumunu engeller. MTB genomu 4.411.529 baz ciftinden olusmaktadir
(Sekil 1.3) ve %65.6 G+C igerigine sahiptir. G+C igerigini genom boyunca gorece sabit
olmasi, muhtemelen atipik baz kompozisyonuna sahip patojenite adaciklarinin yatay
transferinin olmadigin1 gostermektedir. MTB birgok antibiyotige dogal olarak
direnglidir ve bu durum tedaviyi zorlastirir. Bu direng, temel olarak gegirgenlik bariyeri
olarak gorev yapan ve yiiksek hidrofobiye sahip hiicre kilifindan kaynaklanir. Bunun
yant sira, bir¢ok potansiyel diren¢ determinantlari genomda kodlanmaktadir. Bunlar,
hidrolitik ya da ilag modifiye eden enzimler (6rnegin beta laktamazlar), bir¢ok
potansiyel ilag disa atim sistemleri ve ATP baglanma kaseti (ABC) tastyicilaridir (Cole
et al. 1998).
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Sekil 1.3MTB'nin genom yapisi(Cole et al. 1998)

1.3.As1 Nedir?

Hayvanlarda ve insanlarda enfeksiyonlara karsi koruma saglayan hiimoral ve hiicresel
karakterde olusan aktif bagisikligt uyaran biyolojik maddeler as1 olarak
adlandirilmaktadir. Viicudun mikroorganizmalara kars1 korunmasinda, pasif bagisiklik
ve aktif bagisiklik gérev almaktadir. Asi kisilere hastaliklardan ve hastaliklarin koti
sonuglarindan korumak i¢in hastalifa yakalanma riskinin en yiiksek oldugu

doénemlerden 6nce yapilir (Anonim 1).

Molekiiler biyoloji, immiinoloji ve biyoteknolojideki yapilan c¢alismalar ile ilerleme
kaydetmesi, daha etkili, daha giivenilir, yiliksek kalitede asilarin gelistirilmesini
saglamistir. Asilarin immiinojenik 6zelliklerini artirmak i¢in bagisiklama stratejileri ve
as1 formiilasyonlar1 gelistirilmesi amacglanmaktadir. Son zamanlarda DNA asilari,
bakteriyel ve viral asilar ile asili, rekombinant ve dogal antijenlere dayali subinit asilar
ve enfekte hayvanlarin ayirimini yapabilmeye yonelik marker asilarin gelistirilmesine
on planda yer verilmektedir. Bakteriyel enfeksiyonlarla miicadeleyi amaglayarak
gelistirilen as1, asilama yontemleri ve ast etkinliklerini arttirmaya yonelik yeni tip

adjuvanlar 6nemlidir (Biiyiiktanir 2003).



Asilarda aranacak ozellikler (Topal 2013):

a) Uzun siire bagisiklik saglamali ve etkili olmali

b) Dayanikli, muhafaza edilebilir olmali

c) Bir dozun ortaya ¢ikardigi bagisiklik yeterli olmali
d)  Toksik ve yan etkileri olmamali

e) Ucuz olmali, giivenilir olmali ve kolay bulunmali

f) Enfeksiyon meydana getirmemeli

As tipleri canli (atentiie) asilar, inaktive asilar, altiinite (subunit) asilar olmak tizere ii¢

grupta incelenirler.

Canl1 (ateniie) asilar; cesitli yontemlerle patojenitesi yok edilmis mikroorganizmalardan
hazirlanan asilardir. Dogal zayiflatilmis as1 suslari, suni zayiflatilmis olarak elde edilen
suslardan daha giivenilir ve standarttirlar. Tekrar viriilans kazanma olasiligi, dogal
zayiflatilmis suslarda, cok zayiftir. Atteniie asilar, latent enfekte, immiin egimi artmis
ila¢ kullanan ve immiin yetmezligi olan bireylerde enfeksiyon sebep olabilir (Topal
2013).

Inaktive asilar; viriilansi yiiksek olan suslarin bazi yontemlerle inaktive edilmesi ile
hazirlanirlar. inaktivasyon yapilirken kullanilan bazi inaktivanlar mikroorganizmalarin
antijenik yapilarim1 degistirerek veya zarar vererek, viicutta olusturdugu yanitta
degisiklik ve korumada azalma meydana getirebilir. Inaktivasyon yapilirken dikkat
edilmedigi durumlarda enfeksiyona yol agabilir. Viicutta olusturdugu etki genellikle
zayif oldugu i¢in bunu gidermek adina farkli adjuvanlar ile birlikte viicuda

verilirler(Topal 2013).

Altiinite (subunit asilar); viicudun patojene bagisiklik gelistirmesini saglayacak,
patojenin genom veya proteom, pargalarinin asi olarak kullanilmasidir. Bu nedenle
iretilen as1 diger asilarin yan etkilerini ve risklerini tasimamaktadir. Alt {inite asilar ii¢
grup altinda incelenmektedir; alt iinite protein asilari, toksoid asilar ve rekombinant

asilar (Anonim 1).



1.3.1.Rekombinant Asilar

Rekombinant asilarda, mikroorganizmalarin antijenik komponentleri ¢ikarildiktan sonra
alic1 bir hiicreye transfer edilmesi, transfer edilen hiicrede gen iiriinii antijenik proteinin
ekspresyonunun saglanmasi, hiicrelerde biriken proteinlerin elde edilmesi ve bunlarin
deneme hayvanlarina verilerek bagisiklik kazandirilmasi amaglanir. Bu yontemle
bakteri, virlis ve parazitlere karsi asilar hazirlanmistir. Rekombinant agsilar iki gruba
ayrilmaktadir. Bunlar, protein asilar1 ve DNA asilaridir. Patojene ait ¢ok sayida antijen
bulunmasina ragmen bunlarin sadece bir kismi koruyucu immiin yanit olusturma
ozelligine sahiptiler. Immiinolojik yontemlerle ortaya ¢ikarillan potansiyel asi
antijenlerinin miimkiin olan en yiiksek saflikta elde edilmeleri kritik bir adimi1 olusturur.
Saf olarak elde edilen koruyucu 6zellikli rekombinant asilar diger asilara gore bazi
avantajlara sahiptir (Aksit 2012). Bunlar;

a) Rekombinant alt iinite asilar az sayida immiinojenik protein bulundurdugu igin
alerjiye neden olan diger proteinler elemine edilmis olur

b) Canli patojen igermedigi i¢in yeniden hastalik olusturma etkisi yoktur

c) Belirli proteinler kullanildigr i¢in spesifik tanilarin gelistirilmesi miimkiindiir

d) Kaullanilan adjuvanlar ile bagisiklik yanitin yonii belirlenebilir

Bunun yani sira baz1 dezavantajlarida bulunmaktadir;

a) In-vivo replikasyon ve kolonizasyon kabiliyetinde olmadiklar1 i¢in immiin yanit
ile sitotoksik T hiicre yanitin1 daha sinirl 6l¢lide uyarmasi sayilabilir.

b) Smirli miktarda antijen icermesinden dolayr uzun sireli ve antijenik
varyasyonlar gosteren infeksiyon etkenlerine karsi etkin koruyuculuk
saglayamama riski tagirlar.

c) Rekombinant asilar hiimoral ve hiicresel bagigiklik yanitini daha etkin

uyarabilmeleri i¢in adjuvanlara gerek duyulmaktadir.



1.3.2.BCG Asis1

Bacille Calmette-Guérin (BCG), patojenitesiyok edilmis, tiiberkiiloz bakterisinin biitiin
yapisal ozelliklerini tagiyan bir Mycobacterium bovis susudur. Viriilans: diistik, canli bir
asidir. Calmette ve Guerin tarafindan 1908 yilinda, Fransa’da bulunan bir asidir. T
lenfositleri ve makrofajlar1 aktive ederek tiiberkiiloz enfeksiyonuna karsi savunmada
bagisiklik mekanizmasini gelistirir. Tiiberkiiloza kars1 BCG aktif bagisiklik gelismesini
stimule etmek suretiyle bu hastaligin 6nlenmesinde endikedir. BCG asisinin hayatin ilk
donemlerinde yapilmasi, tiiberkiiloz menenjit riskine karsi ve ¢ocukluk zaman
tiiberkiilozuna kars1 koruma saglar. BCG asisinin giivenilirligi yiiksektir, asidan sonra
bazen goriilebilen cilt lezyonlar: gibi basit komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir (Kili¢ vd.
2011).

BCG asis1 deri icine (I.D) uygulanir, as1 1s18a ve 1s1ya ¢ok dayaniksizdir. Asi, patojen
basilin yayilmasini lenfatik sitemle ve kanla engel olur. Bu sekilde hayati tehdit eden
miliyer tiiberkiiloz, tiiberkiiloz menenjit gibi rahatsizlarin goriilme riskini azaltir. Meta
analizlerde %50 oraninda pulmunor TB 6nlemede etkili oldugu bulunmustur. BCG asis1
tiiberkiiloz hastaligina kargt immun yanit mekanizmasini, viriilans basilinin olusturdugu
enfeksiyondaki makrofajlar1 ve T lenfositleri aktive ederek gelistirir. BCG asisinin
giivenirliligini, asinin komplifikasyonlar1 yiikseltir. Asilamanin ardindan goriilen
komplikasyonlar, asilama yeri, derinligine, asinin dozuna, kisinin yasina, bagisiklik

yapisina bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir (Gokgay vd. 2000).

BCG agsisi, tiiberkiiloz enfeksiyonuna karsi bir miktar koruma saglayan asidir. BCG
asisi, MTB bakterisini maruz kalinirsa basilin bulasmasin1 6nlemez fakat hayati tehdit
eden bir hastalik yerine daha 1limli daha az enfeksiyonla kars1 karsiya gelmeyi saglar.
BCG asisinin, bagisiklik etkisini 6 ila 12 hafta arasinda gosterebilir. BCG asis1
tiiberkiiloza enfeksiyonuna karsi yiizde 50 ila 60 oraninda bagisiklik gosterebilir ve Kimi

bireylerde zaman i¢inde, bazen etkisini yitirir (Kili¢ vd. 2011).



BCG asisin1 dezavantaji gelecek zamandaki Tiiberkiilin cilt testlerinden pozitif sonug
alinmasina neden olur. Bu, reaksiyona tiiberkiiloz enfeksiyonunun mu yoksa BCG

asisinin bir sonucu mu oldugunu belirleyemeyecegimiz ihtimalini ortaya ¢ikarir.

1.4.MTB Viriilans Faktorleri

Viriilans, bir mikrobun ne derecede hastalik yapabilecegini ya da hastaligin siddetini
ifade ederken, patojen hastalifa neden olma yetenegi ifade etmek icin kullanilir.
Ekolojik olarak viriilans, bir parazitin neden oldugu, konak organizmadaki evrimsel

uyum azalmasidir.

Rekombinant agilarin gelistirilebilmesi i¢in oncelikle MTB'nin patogenezinde rol alan
viriilans faktorlerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Antibiyotik kasetleri kullanilarak
gen susturma, komplementasyon, antisens RNA, proteomik ve genom analizi gibi
yontemlerle belirlenen viriilans faktorleri, hiicre salgis1 ve hiicre zarfi ile ilgili olanlar,
hiicre metabolizmas1 ile ilgili enzimler ve transkripsiyon diizenleyiciler basliklari
altinda incelenebilir (Smith 2003). Bell et al. (2012) MTB'nin hiicre duvari, membran,
sitozol, lizat ve kiiltiir filtratin1 proteomik bir yaklasimla inceleyerek potansiyel viriilans

faktorlerini belirlemislerdir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3 MTB'nin viriilans faktorleri (Smith 2003)

Genel Hiicre Transkripsiyon Hiicre Salgisi ve
Metabolizmas ile Tlgili Diizenleyiciler Zarf Islevi
Enzimler
Aminoasit ve plirin Sigma faktorleri Kiiltiir filtre
biyosentetik genleri proteinleri
Lipit ve yag asidi Cevap diizenleyiciler Hiicre ylizey
metabolizmasi bilesenleri
Metal alimi Diger transkripsiyon

diizenleyicileri

Anaerobik solunum ve
oksidatif stres proteinleri

Basarili alt iinite protein asilarinin gelistirilmesi i¢in bu viriilans faktorlerinden daha

fazla proteinin antijenik Ozelliklerinin uygun adjuvanlarla birlikte belirlenmesi
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gerekmektedir. MTB viriilans faktorleri, proteinlerin bilinen veya tahmin edilen

islevlerine gore gruplandirilmistir (Junqueira-Kipnis et al. 2014).

1.5. Lipoprotein X (LppX) Proteini

Lipoproteinler; makromolekiil olan lipid ve apolipoproteinlerden olusur. Lipidler
kompleks ve basit olarak iki ana baslikta incelenirler. Kolesterol ve yag asitleri en
onemli iki basit lipid grubudur. Yag asitlerinin ester olusturmak iizere esterlesmeleri ile

kompleks lipitler olusur (Mergen vd. 2010).

Yukarida bahsedilen lipitlerin viicutta sayisal araliklarda ve kanda tasiabilmeleri i¢in,
suda eriyen apolipoproteinlerle birleserek lipoproteinleri olusturmalar1 gereklidir.

Apolipoproteinler, lipoproteinlerin protein kismini olugturmaktadir (Mergen vd. 2010).

Apolipoproteinlerin temelde dort gorevi vardir:

1. Lipoproteinin sekresyonu ve bir araya gelmesi

2. Lipoproteinin yapisal biitiinliiglinii saglamak

3. Enzimlerin inhibitori veya koaktivator

4. Tim partikiilin hiicre igine alimi veya lipit igeriginin selektif alimi i¢in 6zgiil

reseptorlere veya proteinlere baglanmak veya yanagmak

Mycobacterium tiirtinden lipoproteinler ailesi birgok proteinlerden olusur (Sulzenbacher

et al. 2006). Bu proteinler sunlardir:
LprG: MTB LprG proteininin 27 kDa membran baglantili lipoprotein. Bunun ifadesi
bir immiinojenik bagisiklig1 i¢in yeterli olup, farelerde enfeksiyonun biiylimesi i¢in

gereklidir.

LppX: MTB'nin dis zarinda bulunan kompleks lipitlerin translokasyonu i¢in gerekli bir

lipoproteindir ve bakterinin patojenitesinde rol aldigi1 gosterilmistir. IppX geni 702 bg ve
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233 aminoasit uzunlugunda, hiicre duvarinda ve hiicre islemlerinde gorev alan bir

proteini kodlamaktadir (Cizelge 1.4).

LprF: KDP ozmotik stres sinyal transdiiksiyon yoluna dahil olan bir zar lipoproteini

oldugu diisiliniilmektedir.

Cizelge 1.4 LppX proteini genel agiklamasi (Anonim 2)

Gen Ad1 IppX

RV Numarasi Rv2945c

Tip CDS

Fonksiyon Bilinmeyen

Uriin Muhtemel korunmus lipoprotein LppX
Molekiiler kiitle (Da) 24140.2

izoelektrik nokta 4.8103

Gen uzunlugu (bp) 702

Protein Uzunlugu 233

Konum (kb) 3290.62

Fonksiyonel kategori Hiicre duvari ve hiicre islemleri

MTB’nin dis membraninda kompleks yapidaki lipid LppX phthiocerol dimycocerosates
(DIM)'e translokasyonu i¢in gerekli bir lipoproteindir. LppX mutanti1 ve LppX proteini
lizerinde yapilan islevsel ve yapisal analizler sonucunda bu lipoproteinin rolii MTB

hiicre ylizeyine DIM tasinmasi da gorev aldigi belirlenmistir (Sulzenbacher et al. 2006).

LppX, MTB genomun i¢inde sentezlenerek ftioserol dimikoserosat (DIM) tasinmasini
saglayan bir proteindir. DIM makrofajlar tarafindan reaktif nitrojen ara maddelerinin
sidal etkinliginden f{iretilir, MTB’y1 korur ve enfeksiyonun erken bagisiklik tepkisi
modiile eder (Sulzenbacher et al. 2006). Enfeksiyonun erken basamaklarinda DIM ve
fenolik glikolipidler (PGL) tarafindan makrofaj aktivitesinin yeniden modellenmesinin

olas1 molekiiler mekanizmalar1 Sekil 1.4° te gosterilmistir.
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Sekil 1.4 Enfeksiyonun erken basamaklarinda (A) DIM ve (B) PGL tarafindan makrofaj
aktivitesinin yeniden modellenmesinin olas1 molekiiler mekanizmalar1 (Arbues et al.
2014)

Bu c¢aligmanin amaci, rekombinant tiiberkiiloz asis1 gelistirmek igin Mycobacterium
tuberculosis (MTB) izolatindan IppX genini molekiiler tekniklerle klonlayip, LppX
proteinini rekombinant olarak saflagtirarak, bu proteinlerin Montanide ISA 720
adjuvaniyla formiilasyonunun hiimoral ve hiicresel bagisiklig1 tetikleme kapasitelerini

arastirmak ve immiinojenik etkisini belirleyerek ticari BCG asisi ile karsilagtirmaktir.
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal

2.1.1. Bakteri ve Plazmitler

Bu ¢alismada, bir verem hastasindan izole edilen (Prof. Dr. Siiheyla Siiriiciioglu, Celal
Bayar Universitesi, Manisa, Tiirkiye)M. tuberculosis (MTB) bakterisi kullanildi.
Genetik olarak GeneXpert ve 16S rRNA analizleriyle tanimlandi. Laboratuvar
deneylerinde kullanilan bakteri suslar1 Cizelge2.1’de ve plazmitler Cizelge 2.2°de
verildi. Niikleotid dizi analizleri, plazmit vektorleri ve boyut belirtegleri Ek-4’de; kiiltir
ortamlarmin hazirlanmasi1 Ek-1’de, soliisyon ve tamponlar Ek-2’de; kullanilan

kimyasal, enzimler ve Kitler Ek-3’de sunuldu.

Cizelge 2.1 Deneylerde kullanilan bakteri suslar

BAKTERI SUSU KAYNAGI OZELLIGI
M. tuberculosis 14/1649 Prof. Dr. Siiheyla TB hasta izolati
Siirticiioglu
E. coli BL21 Novagen, Merck fhuA2 [lon] ompT gal
[dem] AhsdS
E. coli DH5a Amerikan tip F-®80lacZAM15A
Kiiltiir koleksiyonu (laczYA-argF) U169
recAl endAl hsdR17

Cizelge 2.2 Deneylerde kullanilan plazmitler

PLAZMIT KAYNAGI MARKORU BUYUKLUGU
pET-28a (+) Novagen, Merck Kanamisin 5.3 kb
pGEM®-T Easy Promega Ampisilin 3.0kb
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M. tuberculosis bakterisini biiylitmek i¢in Lowenstein-Jensen Medium Slant BBL™
besiyeri kullanildi. E. coli BL21 ve E. coli DH5a suslarimin biiyiimesi igin Luria Broth
(LB) siv1 besiyeri, saklanmasi i¢in Luria Agar (LA) kati besiyeri kullamildi. LA
besiyerinde biiyiitiilen kiiltiirler +4°C’de saklanarak canliligini muhafaza etmek igin
aylik yeni kiiltiirler yapildi. Bakteriyi uzun siire muhafaza etmek icin ise LB besi
yerinde biiyiitiilen kiiltlirler %50 gliserol icerisinde —80°C’de depolandi. Cizelge 2.1°de
verilen bakteri i¢in uygun antibiyotikler besiyerlerine ampisilin 100 pug/ml, kanamisin

30 pg/ml oraninda kullanildi.

2.1.2. Primer Dizaym

PZR’da kullanilacak primerler (Cizelge 2.3) Primer3 (http://primer3.ut.ee) programinda
analiz edildi. PZR’den 6nce primerlerin seyreltilmesi yapildi. Ayri ayr1 her primerin 100

pmol degerine ulagsmasi igin 10 pL stok primere 90 pL saf su ilave edildi. 10 pmol

degerinde primer elde edilerekPZR'da kullanima hazir konsantrasyona getirildi.

Cizelge 2.3 PZR'da kullanilan primerler

Gen ad1 Primer adi  Niikleotit dizisi Gen GC Tm

(be) (%) (°O)
IppX IppXF 5’-ggatccatgaatgatggaaaacggg-3> 702 48,0 62,9
IppX IppXR 5’-agatctctagtcgacgttgacggg-3’ 702 54,2 57,6
16S rRNA 16S rRNAF 5’-agagtttgatcatggctcag-3’ 1300 45 46,4
16S rRNA 16S rRNAR 5’-ggttaccttgttacgactt-3’ 1300 42,1 40,7
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2.2.Yontem

Rekombinant DNA teknikleri Okay (2011)’ deki gibi yapildi.

2.2.1. M. tuberculosis Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonunda Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification
Kiti kullanild1. Tlk olarak 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 2 mM EDTA, %1.2 Triton X-100 ve
kullanilmadan hemen 6nce 20 mg/mL lizozim eklenerek lizis buffer hazirlandi. Bakteri
hiicreleri eppendorf tiipiine alinarak {izerine 180 pL lizis buffer eklendi. 37°C’de 30
dakika inkiibasyona birakildi. Devaminda izolasyon kiti igerisinde bulunan lizis
bufferdan 200 pL ve proteinaz K’dan 20 uL eklenerek homejen karisim elde etmek
amaciyla vortekslendi. Hiicrelerin par¢alanmasi igin yaklasik olarak 30 dakika 56°C’de
su banyosunda inkiibasyon edildi. RNaz A’ dan 20 pL eklenerek vortekslendi. Oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyon edildi. %50 etanoldan 400 pL eklenerek
vortekslendi. Hazirlanan hiicre lizati kit i¢erisinde bulunan genomik DNA saflastirma
kolonuna transfer edilerek 6000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
kolonun altinda kalan sivi kisim atildi. 500 uL wash buffer 1 eklenerck 8000xg’de 1
dakika santrifiij edilerek ilk yikama yapildi. Altta kalan sivi kisim atildi. 500 pL wash
buffer 2 eklenerek 12000xg 3 dakika santrifiij edildi. Altta kalan sivi kisim tekrar
atildiktan sonra kolonda wash buffer kalintis1 olmamasi i¢in 12000xg 1 dakika bos
olarak santrifiij edildi. Kolon yeni steril 1,5 mL eppendorf tiipiine alinip ve kolonun tam
ortasina gelecek sekilde 100 pL eliisyon buffer eklendi. Oda sicaklifinda 2 dakika
inkiibasyon edilerek, 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Saflastirilmig DNA -20

dondurucuya kullanilmak tizere kaldirildi.

2.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforez diizenegi icin Thermo Scientific yatay jel elektroforez
kullanild1. Izole ettigimiz MTB Genomik DNA i¢in %0,8’ lik jel ve TAE buffer1 (EK-2)
Mikrodalga firinda 3 dk kadar 1sitilarak jel hazirlandi ve jel kaliba dékiildii. izole edilen
DNA o6rnekleri Thermo Scientific 6XDNA Loading Dye (LD) yiikleme boyas1 ile DNA
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bantlarinin molekiiler agirliklarinin belirlenmesi icinde markor olarak Thermo Scientific
GeneRuler 50 bp veya 1 kb DNA Ladder kullanilarak jele yiiklendi. Yiikleme
yapilmadan once dokiilen agaroz jelin tizeri 1X TAE (EK-2) buffer1 eklenerek kapatildi.
Yiikleme miktarlar1 sirasi ile marker 10 uLL hacimde, DNA 6rnegi 18 uL olacak sekilde
15 uL DNA 3 puL LD yiikleme boyasi eklenerek 6 pL ve 12 pL hacimde yiiklendi. 40
dakika 90 Volt elektrik akim1 verilerek yiiritme islemi gergeklestirildi. Yiiriitme islemi
tamamlandiginda jel etidyum bromiir (0,5 pg/mL) ile boyanarak DNA bantlar1 Vilber

Lourmat UV lambasi ile goriintiilendi.

2.2.3. 16S rRNA PZR

MTB bakterisinin molekiiler tiir tespitini yapmak i¢in 16S rRNA geni Cizelge2.3’de
verilen primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. PZR
karigimi; Kalip DNA 1 pL, F-R primer 1’er uL, MgC12 5 upL, Taq buffer 5 uL, INTP
1 pL, Tag DNA polimeraz 1 pL, dH20O 35 pL olarak 50 pL hacme tamamlandi.
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 10 dakika, denatiirasyon 94°C 1 dakika, primer
baglanmas1 43°C 30 saniye, zincir uzamasi 72°C 1 dakika, son uzama 72°C 10 dakika
olacak sekilde PZR programi uygulandi. PZR iirlinli daha sonrasinda %1’lik agaroz
jelde 90 voltta 60 dakika yiiriitiildii.

2.2.4. IppX Geni i¢in PZR

IppXgeni PZR igin Cizelge2.1.2.1°de verilen primerler kullanildi. PZR karigimina
10XTagbuffer KCI, 25 mM MgCl,, 10 mM dNTP karisimi, 10 pmol ileri ve geri primer,
1 U/uL Taq DNA polimeraz ve 10 ng kalip DNA kullanildi. Kalip DNA 1 pL, F-R
primer 1’er pL, MgCl,5 pL, Taq buffer 5 uL, dNTP 1 pL, Tag DNA polimeraz 1 pL,
dH,O 35 uL, total hacim 50 pL eklendi. Tag DNA polimeraz tiiplere baslangig

denatiirasyon asamasindan sonra eklendi. PZR programi,
1) Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 10 dakika

2) Denatiirasyon 94°C 1 dakika
3) Primer baglanmasi 52°C 30 saniye
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4) Zincir uzamasi 72°C 1 dakika
5) Son uzama 72°C 10 dakika olarak ayarlandi.

Denatlirasyon primer baglanmasi ve zincir uzamasi basamagi 35 dongii olarak

ayarlandi. PZR iiriinleri %1°lik agaroz jel de yiiriitild.

2.2.5. Jel Ekstraksiyonu

Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kiti kullanilarak agaroz jelde goriintiilenip
kesilmis PZR fiiriinlerinin saflastirilmas1 yapildi. Ilk olarak 1,5 mL eppendorf tiip
icerisine kesilen jel konularak ve tartimi yapildi. Kesilen bant {izerine tartim yapilan
agirhigiyla 1:1 oraminda kit igerisindeki baglanma buffer1 eklenerek jel tamamen
¢oziinene kadar 50-60°C’de inkiibasyon edildi. Jel karisimi kit igerisindeki kolona
eklenerek 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek altta kalan siipernatant kismi atildu.
Tekrardan kolona 100 pL baglanma buffer1 eklenerek 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilerek altta kalan siipernatant kismi atildi. Kolona 700 uL wash buffer1 ekleyerek
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek alt kisima kalan siipernatant atildi. Wash
bufferdan kurtulmak igin kolon bos olarak 1 dakika santrifiij edildi. Kolon steril 1,5 mL
eppendorf tiipline alinarak tam orta noktasina gelecek sekilde 50 pL eliisyon buffer:
eklenerek 1 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Saflastirilmis DNA -20 °C’de saklanarak, saflagtiritlan DNA’nin 5 pL’si %0,8’lik
agaroz jelde 90 voltta 60 dakika yiiriitiildii.

2.2.6. pPGEM-T Ligasyon

pPpGEM-T Easy (Promega) vektoriine jel ekstraksiyon sonunda saflastirilan DNA
+4°C’de bir gece inkiibasyon ile ligasyon yapildi (Cizelge 2.4)
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Cizelge 2.4 Ligasyon miktarlari

pPGEM-T Easy Vektor 2 uL
PZR iiriini 6 uL
65 °C’de 5 dakika, buzda 5 dakika bekletilmistir.
T4 DNA ligaz 1 ulL
2X Ligasyon buffer 1 uL

2.2.7. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirii E.coli DH5a sugu LB besiyerine ekilerek bir gece 37°Cde biiyiitiildii.
Steril 500 mL’lik erlenmayer sisesine 200 mL steril edilen LB besiyeri aktarilarak
inkiibasyon yapilan bakteri kiltliriiniin ekimi yapildi. Calkalayict inkiibatorde hiicreler
37°C’de yaklasik olarak 3 saat inkiibe edildi. Optik dansite (O.D) degeri 600 nm’de 0,5-
0,6’ya ulastig1 zaman hiicre kiiltiirii 10 dakika buz icerisinde bekletildi. Hiicre kiiltiirii
steril falkon tiiplere alinarak 3500 rpm 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi ve iist kisitmda
kalan sitipernatan atildi. Alt kisimda kalan pelet 20 mL Buffer 1 (EK-2) eklenerek
¢ozdiiriilerek ve 3500 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatan
atild1 ve pelet 8 mL Buffer 2 (EK-2) iginde ¢ozdiiriilerek steril eppendorf tiiplere 220
uL olarak dagitilarak -80°C’de muhafaza edildi.

2.2.8. Transformasyon

Kompetan hiicreler buz iizerinde 15 dakika bekletilerek steril eppendorf tiiplerine 100
uL dagitildi. 10 pL ligasyon {irlinii kompetan hiicre i¢ine eklenerek pipetaj yapilir ve 30
dakika buz iizerinde inkiibasyon edilir. Inkiibasyon sonunda su banyosunda 42°C’de 90
saniye bekletilerek hemen buz iizerinde alinip 5 dakika bekletildi. Sonrasinda hiicrelerin
tizerine 500 pL LB besiyeri eklenerek calkalamali inkiibatorde 37°C’de 100 rpm’de 80
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 6000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilerek eklenen LB miktar1 (500 pL) cekilir geriye kalan 100 pL i¢inde bakteri peleti
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¢ozlindirilir. 100 pg/mL ampisilin (amp) igeren LA besiyerine 40 pL X-gal (EK-2)ve
4 uL izopropil-B-D-galaktopiranosit (IPTG EK-2) yayimi yapilmis ve hiicrelerin ekimi
bu besiyerine yapilarak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

2.2.9. Mavi-Beyaz Koloni Secimi

Transformasyon sonucunda ekim yapilan hiicrelerde plazmitte bulunan lacZ geni
igerisine klonlamak istenilen genimiz eklenmisse lacZ geni bozulacagindan bakteri X-
gali kullanamamakta ve koloniler beyaz olmaktadir. Istenilen gen eklenmemisse bakteri
lacZ geni ile X-gali parcalamakta ve koloni mavi olmaktadir. Bu veriye gore olusan
beyaz koloniler segildi. Yeniden LA+amp besiyerine X-gal, IPTG yayilarak secilen
beyaz kolonilerin ¢izgi ekimi yapilarak 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.2.10. pPGEM-T Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonunda kullanilacak bakteri kiiltlirinii hazirlamak icin steril falkon
tiipiine 5 mL LB s1v1 besiyerine ¢izgi ekim yapilan beyaz koloniden ekilerek 37°C’de 1
gece inkiibasyona birakilarak hazirlandi. Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep
Kit kullanilarak plazmit izolasyonu yapildi. 5 mL s1v1 besiyerine ekilen bakteri kiiltiirti
1,5 mL’lik eppendorf tiiplerde ii¢ tekrarli olmak tizere 12000 rpm’de 1 dakika
coktiiriildii. Alt kisimda kalan pelet lizerine 250 pL resiispansiyon buffer1 eklenerek
pipetajla bakteri peleti ¢ozdiiriildii. Daha sonra 250 pL lizis buffer: ekleyerek tiipler 4
ila 6 kez ters gevrilerek karigtirildi. 350 uL nétralizasyon buffer eklenen, beyaz
pargaciklarin oldugu bir karisim olusana kadar 4 ila 6 kez karistirildi. 12000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek beyaz parcaciklar dibe ¢okmesi saglanarak iist kisimda kalan
supernatant pipet yardimi ile dikkatli bir sekilde cekilerek kit igerisindeki kolona
aktarildi. Daha sonra 1 dakika 12000 rpm’de santrifiij edilerek alt kisimda kalan sivi
atildi. 500 pL wash buffer1 kolona eklenerek 12000 rpm’de 1 dakikasantrifiij edilerek

altta kalan sivi kisim atilmistir. Ayni islem ikinci kez wash buffer ile tekrarlandi. Wash
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bufferdan kurtulmak icin 12000 rpm’de 1 dakika bos olarak kolon santrifiij edildi.
Kolon steril eppendorf tiipline aktarilarak toplamda hacmi 50 pL olacak sekilde kolon
tizerine iki tekrarli 25 pL eliisyon tamponu eklendi.2 dakika oda sicakliginda bekletilip,
2 dakika 12000 rpm’de santrifiij edildi. Alt kisimda kalan plazmit DNA -20°C’de

saklandi.

2.2.11. Restriksiyon Enzim Kesimi

Plazmit izolasyonu ile elde ettigimiz plazmitlerin istenilen geni tasiyip tasimadigini
kontrol etmek amaci ile restriksiyon enzim kesimi yapildi. Restriksiyon enzim kesimini
icin kullanilan miktarlar Plazmit DNA 8 pL, EcoRI enzimi 1 pL, EcoRI buffer1 1 pL
olarak kullanildi. Yapilan kesim islemi 2 saat 37°C’de inkiibasyon edilerek, 9%0,8’lik
agaroz jele yiiklenerek goriintiilendi.

2.2.12. pET28a Vektorii Ligasyonu veE. coli BL21 Transformasyonu

Toplamda IppX geni i¢in 24 kez pET28a ligasyonu yapildi. pPGEM-T-IppX plazmitinin
EcoRlenzimi ile kesilmesiyle elde edilmis yapiskan uglara sahip IppX geni ve EcoRlile
kesilmis pET28a vektorii kullanildi. Fazla sayida koloni veren transformasyonlarin
ligasyonlar1 su oranlarda yapildi; 6 pL insert, 2 pL pET-EcoRIvektor, 1 pL T4 ligaz, 1
uL T4 ligaz buffer. Bi diger oran su sekildedir; 5 pL insert, 3 uL pET-EcoRIvektor, 1
uL T4 ligaz, 1 pL T4 ligaz buffer.

Gen ifadesinin saglanabilmesi i¢in RekombinantpET28a-lppX plazmitinin kompetan
haline getirilen E. coli BL21susuna 1s1 soku ile aktarildi. Rekombinant koloniler
kanamisin (kan) direncine goére segilerek kompetan hiicre hazirlanmast ve
transformasyon islemi E. coli DH5a’da oldugu gibi yapildi. Bir gece inkiibasyon
sonunda olusan kolonilerden tek koloni segilerek yeniden LA-+kan besiyerine ¢izim

ekimi yapilarak 37°C’de bir gece inkiibasyon yapildi.

E.coli BL21pET28a-lppX kiiltiirindenmanuel plazmit izolasyonu yapildi.Bir gece

oncesinden ¢izim ekim yapilmis olan koloniler steril ortamda pipet ucu ile kazinarak
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eppendorf tiiplere alindi. Tiiplere 100 uL STE buffer (EK-2) eklenerek ¢oziinene kadar
vortekslendi. Buz iizerinde 20 dakika bekletilen tiiplere, 60 pL lizis buffer (EK-2)
eklenerek vortekslendi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilarak ardindan su
banyosunda 10 dakika 70°C’de inkiibasyon yapildi. Sonrasinda tiipler soguk suya
tutularak 10 dakika 12000 rpm’de santrifiij edilerek, sonucunda olusan siipernatan jele
yiiklendi. Plazmit izolasyonlar1 agaroz jelde yiiriitiilerek, istenilen geni tagimayan

pET28a vektorii, kontrol olarak kullanildi.

2.2.13. Rekombinant LppX Proteininin Ifadesinin Artirilmasi

LppX geni pET28a vektoriine klonlandiktan sonra E. coli BL21 susunda uglarina 6 tane
histidin eklenerek ifade edilir. Histidin aminoasidinin nikel iyonlarina karsi afinitesi
bulunur. Bu nedenden dolayi histidinli proteinler afinite kromatografi teknigiyle nikel

iceren kolonlar kullanilarak saflastirildi.

Rekombinant plazmit tasiyan BL21 hiicreleri kan igeren LB siv1 besiyerine 5 mL olacak
sekilde ekimi yapilarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. 100 mL LB besiyerine 30 pg/mL
kan ve 5 mL hiicre kiltiirii eklenerek 37°C’de OD600 0,5-0,6 oluncaya kadar
inkiibasyon yapildi. Bakteri yogunlugu 0,5-0,6’ya geldigi zaman besiyerine | mM IPTG
eklendi ve kontrol grubuna IPTG eklenmedi. IPTG’nin protein ekspresyonunu
indiiklemesi i¢in 5 saat 165 rpm’de ve 37°C’de calkalanarak inkiibasyon edildi.
Hiicreler 4500 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatanlar atilip ve alt

kisimda kalan hiicreler -20°de muhafaza edildi.

2.2.14. Hiicrelerin Parcalanmasi (Sonikasyon) ve Protein Saflastirilmasi

IPTG eklenerek protein ekspresyon indiiklemesi yapilan ¢oktiiriilmiis hiicrelerin tizerine
1X LEW (EK-2) bufferdan 5 mL eklenerek hiicreler ¢oziinene kadar vorteks yapildi.
Hiicreler Bandelin-Sonoplus sonikator yardimi ile %60 siddetle 6 ila 10 saniyede
parcalandi. 15000 rpm’de 15 dakika santrfifiij edilerek hiicre atiklarindan arindirildi.

Uste kalan siipernatanlar falkon tiiplere toplandi.
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Macherey-Nagel Protino® Ni-TED 2000 paketlenmis saflastirma kolanlar1 rekombinant
proteinlerin saflastirlmasinda kullanildi. Saflastirma kolonunu dengelemek igin ilk
olarak 1X LEWhbufferden4 mL eklendi. Sonrasinda protein 6rnekleri kolona eklendi.
Arkasindan yikama islemi igin kolonlara 4 mL 1X LEW buffere eklendi. Ayni islem bir
kez daha tekrarlandi. Yikama basamagindan sonra nikellere baglanan his-tag’li protein
elisyon islemi yapilarak toplandi. 3 mL 1X eliisyon buffer1 eklenerek iic kez

tekrarlanda.

2.2.15.Protein Miktarinin Artirilmasi

Protein miktarmin artirilmasi i¢in bir dizi optimizasyon deneyi yapildi.

2.2.15.1 Inkiibasyon Siiresi

LppX proteininin IPTG indiiklemesini artirmak i¢in bir gece dncesinden tekrardan hiicre
ekimi yapildi. Ekimler 100 mL LB+kan besiyerine ekildi, OD degerleri 0,51-0,58
arasinda ayarlandi ve 1 mM IPTG eklendi. Inkiibasyon siiresi 5 saat yerine 37°C’de 3
saat olarak kullanildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 10 dakika 4500 rpm’de
coktiiriilerek, sonikasyon cihazi ile pargalama islemi yapildi. Hiicre lizatlar1 15 dakika

15000 rpm’de santrifiijedilerek hiicre lizat1 jele yiiklendi. 90 dakika 90 voltta yiiriitiildi.

2.2.15.2 Inkiibasyon Siiresi ve IPTG Miktar1

LppX i¢in tekrar bir gece dnceden hiicre ekimi yapildi. 200 mL LB besiyerine 200 pL
kan ve 10 mL kiiltiir eklendi. OD degeri 0,5-0,6 arasi olan ekimlere IPTG miktar1 0,5
mM olarak eklendi. 37°C’de 2 saat inkiibe edilen ekimler den 100 mL’si alinarak
¢oktiirme iglemi yapildi. Geriye kalan 100 mL ekime 2 saat daha inkiibasyon yapildi.
Toplamda 4 saat inkiibasyona birakilan hiicrelere 4500 rpm 10 dakika ¢oktiirme islemi

yapilarak sonikasyon teknigi uygulandi.
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2.2.15.3 Inkiibasyon Sicaklig ve IPTG Miktar

Yeniden LppX i¢in bir gece once ekim yapildi. Kiiltiirler 5 mL olarak ayr1 ayr1 100
mL’lik LB+kan besiyerine ekildi. EKimlerin OD 0,5-0,6 degerleri gelene kadar 37°C’de
inkiibasyon edildi. 100 mL’lik ayr1 ayr1 ekimleri yapilan kiiltiirlere, 1 mM IPTG
digerine 0,5 mM IPTG eklenerek, IPTG eklenen drnekler 4saat 30°C’de inkiibasyon
edilerek sonrasinda hiicreler 4500 rpm 10 dakika ¢oktiiriildi. Coktiirme islemi
sonrasinda hiicrelere sonikasyon teknigi ile pargalama islemi uygulandi. Pargalanan
hiicre lizatlar1 15 dakika 15000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatantlar alinarak elde

edilen lizat jelde goriintiilendi.

2.2.15.4Beta-Merkaptoetanol Kullanimi

IPTG ile indiiklenmis hiicreler sonikasyon teknigi ile parcalandi. Ancak bazi
durumlarda rekombinant proteinler fazla miktarda kiikiirt bagi icermekte ya da
par¢alanmaya dayanikli inkliizyon yapilarinda bulunmaktadir. Bu durumlarda,
denatiirasyona dayanikli yapilar beta-merkaptoetanol ile denatiire edilebilmektedir. Bu
nedenle, miktar1 diisiik bulunan LppX proteini i¢in -20 °C’de bulunan pellet hiicrelerine
yeniden parcalama islemi uygulandi. 50 mL LEW buffer igerisine 100 pL beta-
merkaptoetanol eklendi. Hiicreler bu buffer iginde ¢ozdiiriilerek sonikasyon teknigi
uygulandi. Sonikasyondan sonra 15 dakika 15000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant

alindi. Elde edilen lizatlar jelde goriintiilendi.

2.2.15.5 Bakteri Kiiltiiriit Hacminin Artirillmasi

LppX proteininin indiiklenmesinin ve yogunlugunun artirilmasi amaciyla, inkiibasyon
stiresi, sicakligi, IPTG oran1 ve beta-merkaptoetanol uygulamasi optimizasyonlari
sonucunda olumlu sonug¢ alinamadigi igin bu proteinin E. coli BL21 hiicrelerine toksik
etki yapmis ve bakterinin bu proteinin miktarini artirmadigr sonucuna varildi. Bu
sebeple, kiiltiirde az miktarda bulunan rekombinant proteinden yeterli miktarda elde
edebilmek i¢in kiiltiir hacmini artirma yoluna gidildi. Daha 6nceden 100 mL olarak

yapilan kiiltiirlerin miktar1 10 kat artirilarak 1 L’ye ¢ikarildi. 1 L kiiltlirtin tamami1 daha
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onceki standart yontemle hazirlanip 50 mL kiiltiir lizat1 elde edildi. Bu lizatin tamanu

tek nikel kolondan gegirildi.

2.2.15.6 Protein Yogunlugunun Filtre Yontemiyle Artirilmasi

Rekombinant protein yogunlugunu artirmak, imidazol ve {iire gibi kimyasallardan
arindirmak icin elde edilen eliisyon iiriiniine Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter 10
kDa (Millipore) filtre uygulamasi yapildi. Bu filtre, 10 kDa’nun altindaki proteinleri ve
karisimdaki tuzlar stizmektedir. Filtreye 500 uL eliisyon eklenmis ve 7 dakika 13000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda filtreden ge¢gmeyen kisim falkon tiiplerde
toplanarak filtre tekniginden sonra protein yogunlugu kantitatif olarak Bradford yontemi

ile sl¢iildi.

2.2.16. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jel Elektroforezi)

SDS-PAGE jelleri Laemmli 1970°¢ gore hazirlanarak (Cizelge 2.5) Mini-PROTEAN®
Tetra Cell sistemindehazirlandi. Jel islemi bittikten sonra 6rneklerin yiiklemesi yapildi.
50 pL yiiklenecek 6rnek ile 10 pL yiikleme boyas1 (EK-2)karistirildi. Marker olarakta
Broad Range (New England Biolabs) Protein Marker kullanildi. Yiiriitme sistemine jel
dikkatli bir sekilde yerlestirilerek taraklar jelden ¢ikarildi. Jelin tizerine 1X kosturma
tamponu (EK-2) eklendi. Daha sonra yiikleme islemi yapilarak, yaklagik olarak 90
dakika 100 voltta yiiriitiildii. Jelin boyanmasi i¢in Coomassie Blue R-250 (EK-2) boya
soliisyonu igerisinde 5 dakika bekletildi. Ardindan boyadan arindirma ¢ozeltisi (EK-2)

icerisinde bir gece bekletildi.

2.2.17. Protein Yogunlugunun Kantitatif Ol¢iilmesi

Bradford (1976) yontemiyle; saflastirilan rekombinant LppX proteininin yogunlugu
kantitatif olarak 6l¢iildii. Oncelikli olarak Bradford ¢ozeltisi hazirlandi. 1 mg/mL BSA
(bovin serum albumin) kullanilmasi1 standart egri kabul edildi. Spektrofotometre ile
hazirlanan 6rneklerin O.D’si 595 nm’de 6lgiilerek rekombinant proteinin yogunlugu 1

mg/mL olarak ayarlandi.
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Cizelge 2.5 SDS-PAGE jel hazirlamada kullanilan icerik ve miktarlar

%12 Ayirma jeli %4 Istifleme jeli

4 mL Akrilamit/bis 0,65 mL Akrilamit/bis
3,35 mL dH,0 3,50 mL dH,0

2,5 mL Tris HCI (pH 8.0) 1,25 mL Tris HCI (pH 6,8)
100 uL SDS (%10) 50 uL SDS (%10)

50 uL APS (%10) (amonyum persiilfat) 25 uL APS (%10)

5 uL TEMED (tetrametil etilen diamin) 5 uL TEMED

2.2.18. Saflastirilan Proteinlerden As1 Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Hasta izolat1 olan M. tuberculosis bakterisindenklonlanan GenoType MTBC (Hain
Lifescience, Almanya) analizi ile dogrulanan ve E. coli’de ifade edilip saflastirilan

LppX proteininden 1 mg/ml konsantrasyonda stok hazirlandi.

Montanide ISA 720 VG adjuvani 7:3oraninda alinarak saflagtirilan rekombinant protein
ile karigtirilarak as1 formiilasyonu hazirlandi (Scalzo et al. 1995; Mutiso et al. 2012).
Hazirlanan karnisgim 1 dakika vortekslenerek 4°C’de 24 saat bekletildi. Asi
formiilasyonun steril olup olmadigini dogrulamak i¢in 0,1 ml Luria Agar besiyerine

ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyon yapild.

2.2.19. Farelerde immiinizasyon

Farelerde immiinizasyon igin 6 ila 8 haftalik Balb/c disi fareler kullanildi. Beserli 3
gruba ayrilan farelere uygulanan enjeksiyonlar Cizelge 2.6’da gosterildi.

Asilama ve kan alma zamanmi Cizelge 2.7°de verildi. Farelerden ilk uygulanan

enjeksiyondan once toplamda yaklasik 0,1 ml kuyruk kani alinarak ardindan 1.

enjeksiyon (0,33 ml as1 veya adjuvan) uygulandi. 2 hafta sonunda aym sekilde kuyruk
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kani alinip ardindan 2. enjeksiyon uygulandi. Devaminda seyreden 30., 41. ve 66.
giinlerde de kan alinarak serumlar toplanarak farelere Otanazi islemi uygulandi.

Farelerden alian serumlar kullanilana kadar -20 C’de muhafaza edildi.

Cizelge 2.6 Asilamada kullanilan enjeksiyonlar

Grup Enjeksiyon icerigi Balb/c fare Enjeksiyon
No sayisi sayisi ve yolu
1 0,1 mg LppX+0,23 ml adjuvan 5 2 XS.C.
2 0,1 ml PBS+0,23 ml adjuvan 5 2 XS.C.
3 0,1 ml steril PBS igerisinde 1x105 CFU 5 2 X s.C.

BCG

Cizelge 2.7 Fareler i¢in asilama ve kan alma zamanlari

Giin Islem

1. glin Kan alma, 1. Enjeksiyon
15. giin Kan alma, 2. Enjeksiyon
30. glin Kan alma

41. glin Kan alma

66. giin Kan alma, 6tanazi

2.2.20. Western Blot

Balb/c farelerde rekombinant LppX proteini spesifik antikor tiretimini kalitatif olarak
goriintiilemek amaciyla Western blot deneyi yapildi. Ilk olarak 2 adet SDS-poliakrilamit
jel {izerinde protein yiiriitiilerek jelin bir tanesi Coomassie Brilliant Blue ile boyandi.
Sonrasinda diger kalan jel, 3MM Whatman® kagitlari, 0,2 pm nitroseliiloz membran
(Bio-Rad, Hercules, CA), 1Xtransfer tamponu (EK-2) ile 1slatilalarak tist tiste dizilir ve
Bio-Rad Mini Trans-Blot® Cell kullanilarak transfer gergeklestirildi. Proteine o6zgii
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serumun kullanildig1 deneyde, membranda prestained (6nceden boyanmig) markorlarin
konumu baz alinarak her bir proteinin bulundugu yer birbirinden ayrildi. Membran
IXTBS (EK-2) ile hazirlanan %10 siittozu igerisinde 370C'de 2 saat inkiibasyona
birakilarak 1XTTBS ile 10 dakika yikandi. Sonrasinda membran, %5 siittozu ile 1:400
seyreltilen primer antikor (proteine veya BCG’ye spesifik fare antikoru) icerisinde oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyon edildi. Sonrasinda membran 1XTTBS ile 10 dakika
yikanir ve %35 siittozu ile 6 ul:100 ml seyreltilen sekonder antikor (antimouse 1gG,
Sigma) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon edildi. Membranlar, tekrar IXTTBS ile
10 dakika yikanip bantlar goriilene kadar AP konjugat substrat (Bio-Rad, Hercules, CA)
kiti uygulanarak karanlik ortamda bekletildi. Bantlar goriiliince substrat uzaklastirilip
membran distile su ile yikandi.

Bu deneye BCG grubu eklenemedi ciinkii il Saglik Miidiirliigii'nden temin edilen 1
flakon sise ticari BCG asisinin igerisinde bulunan bakteri sayisi ¢ok diisiik oldugu igin
yeterli miktarda protein izolasyonu saglanamadi. Kullanilan adjuvanin protein yapisinda

olmamasindan dolay1 adjuvan i¢in de Western blot yapilamadi.

TRANSFER

+++++++++ + +
Siinger

Whatman kagitlan
mebran

Jel

Whatman kagitlan

Singer

Sekil 2.1 Western blot yonteminde izlenen transfer iglem sirasi

2.2.21. Total Immiinoglobulin G (IgG) Miktarimin Belirlenmesi

Balb/c farelerinde Rekombinant LppX proteini uyardigi hiimoral bagisiklik (total IgG)
diizeyi kantitatif olarak ELISA deneyi ile belirlendi. 96 kuyucuklu ELISA plaklarina
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0,05 M Kkarbonat tamponu (EK-2) igerisinde 1 pg/kuyucuk konsantrasyonunda
saflastirilmis rekombinant proteinler eklenerek plaklarin iizeri kapatilirak 4 C'de bir
gece bekletildi. Plaklar 3 defa yikama buffer (EK-2) ile yikanmis ardindan kuyucuklara
50 ul bloklama buffer (EK-2) eklenerek 37 C'de 1 saat inkiibasyon edildi. Asilama
teknigi sonucu LppX proteinine 6zgii serum bloklama ¢dzeltisi igerisinde 1:50, 1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 ve 1:3200 seyreltmelerle kuyucuklara eklenerek 37 C'de 1
saat inkiibasyon edildi. Plaklar 4 defa yikama buffer ile yikanarak ardindan tekrar
kuyucuklara bloklama buffer igerisinde 1:1000 seyreltilmis tavsandan elde edilen
alkalin fosfataz bagli anti-fare IgG (Sigma) eklenerek 37 C'de 1 saat inkiibasyon edildi.
Plaklar 4 defa yikama buffer ile yikandiktan sonra her kuyucuga 100 pL kolorimetrik
bir substrat olan AP Conjugate Substrate (Bio-Rad) eklendi. Plaklar 30 dakika oda
sicakliginda karanlik ortamda bekletildikten sonra her kuyucuga 50 pul 1 M NaOH
eklenerek tepkime durduruldu. Tepkime sonucu olusacak optik yogunluk Rayto RT-
2100C ELISA okuyucuda 405 nm'de analiz edildi. Elde edilen sonuglar istatistiksel
yonden anlamli olup olmadigi GraphPad Prism 5 programi kullanilarak tek yonlii

varyans analizi (ANOVA) ve Dunnett testi ile analiz edildi.

2.2.22. Interferon-gama (IFN-y) Miktarmin Belirlenmesi

Balb/c farelerinde Rekombinant proteinin uyardigi hiicresel bagisiklik (IFN-y) seviyesi
kantitatif olarak ELISA deneyi ile belirlendi. Mouse IFN-y ELISA Total Kit (Thermo)
serum IFN-y seviyesinin belirlenmesinde kullanildi. 96 kuyucuklu ELISA plakasinda
kuyucuk basina 50 pL serum 6rnegi ve 50 pL 3:1 oraninda seyreltilen standartlar (3000,
1000, 333, 111, 37, 0 pg/mL) eklendi. Ornekler ikiserli tekrar olarak kullanildi. Plaka
dikkatli bir sekilde yapiskan plaka kapagi ile kapatilarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda plaka kapag: ¢ikartilarak plaka igi dokiilmeden numuneleri
iceren tiim kuyucuklara 50 pL biyotinlenmis antikor reaktifi eklendi. Biyotinlenmis
antikor reaktifini eklerken pipet ucu ile numunelere dokundurmamaya 6zen gosterildi.
Plakanin iizeri dikkatli bir sekilde yapiskan plaka kapag ile ortiilerek oda sicakliginda 1
saat inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonunda plaka kapag1 ¢ikarilarak plaka ii¢ kez 1X
yikama buffer1 (EK-2) ile yikandi. Hazirlanan streptavidin-HRP (12 mL Streptavidin-
HRP tamponuna 30 pL Streptavidin-HRP konsantresi) ¢ozeltisi her bir kuyucuga 100
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pL eklenerek yeni bir yapiskan plaka kapagi ile plaka kapatildi ve oda sicakliginda 30
dakika inkiibasyon yapildi. Sonrasinda plaka kapagi ¢ikarilarak 1X yikama buffer ile ii¢
kez yikandi. Devaminda her kuyucuga 100 pL TMB substrat cozeltisi eklenerek
numuneler karanlik bir ortamda oda sicakliginda 30 dakika boyunca renk reaksiyonu
olusmas1 icin inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuga 100 uL
reaksiyon durdurma buffer eklendi ve reaksiyon durdurulduktan 30 dakika sonra optik
yogunluk Rayto RT-2100C ELISA plak okuyucuda 405 nm’de olgiildii. Elde edilen
sonuglarin istatistiksel yonden anlamli olup olmadigi GraphPad Prism 5 programi

kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s testi ile analiz edildi.

2.2.23. Interlékin 12 (IL-12) Miktarinin Belirlenmesi

Balb/c farelerinde Rekombinant proteinin uyardigi hiicresel bagisiklik (IL-12) seviyesi
kantitatif olarak ELISA deneyi ile belirlendi. Mouse IL-12 ELISA Total Kit (Thermo)
Serum IL-12 seviyesinin belirlenmesi i¢in kullanildi. 96 kuyucuklu ELISA plagma her
kuyucuga cift olarak 50 pL diliient standart (12,5 pL serum ile 37,5 pL standart)
eklendi. Sonrasinda 50 pL 2:1 oraninda seyreltilen standartlar (3000, 1500, 750, 375,
188, 94, 47, 0 pg/mL) eklendi. Plaka dikkatli bir sekilde yapiskan plaka kapagi ile
ortiilerek oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon yapildi. Ardindan plaka kapagi ¢ikarilarak
ti¢ kez 1X yikama buffer1 (EK-2) ile yikandi. Numune veya standartlari igeren her
kuyucuga 100 pL biyotinlenmis antikor reaktifi eklenerek, biyotinlenmis antikor
reaktifini eklerken pipet ucu ile numunelere dokundurmamaya 6zen gosterildi. Plakanin
tizeri dikkatli bir sekilde yapiskan plaka kapag ile ortiilerek oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyon yapildi. Sonrasinda plaka kapagi cikarilarak ii¢ kez yikama buffer ile
yikanarakhazirlanan streptavidin-HRP (12 mL Streptavidin-HRP tamponu'na 30 pL
Streptavidin-HRP konsantresi) ¢ozeltisi her bir kuyucuga 100 pL olarak eklendi. Yeni
bir yapiskan plaka kapag ile plaka kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon
edildi. Inkiibasyon sonrasinda plaka kapagi c¢ikarilarak yikama buffer1 ile ii¢ kez
yikandi. Ardindan her kuyucuga 100 pL TMB substrat ¢ozeltisi eklenerek numune
karanlik bir ortamda oda sicakliginda 30 dakika boyunca renk reaksiyonu olusmasi i¢in
inkiibe edilerek, inkiibasyon sonunda her kuyucuga 100 pL reaksiyon durdurma buffer
eklendi. Reaksiyonu durdurulduktan 30 dakika sonra optik yogunluk Rayto RT-2100C
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ELISA plak okuyucuda 405 nm’de olgiilerek, ortaya ¢ikan sonuglarin istatistiksel
yonden anlamli olup olmadigi GraphPad Prism 5 programi kullanilarak tek yonlii

varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s testi ile analiz edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Genomik DNA izolasyonu ve 16S rRNA PZR

Hasta izolatt M. tuberculosis(MTB) bakterisiningenomik DNA’s1 kit ile izole edilerek
agaroz jelde analiz goriintiilendi. Genomik DNA izolasyon isleminin basarili oldugu
gbzlemlendi(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 MTB genomik DNA izolasyonu agaroz jel elektroforez goriintiisii( M: marker,
1: 6 ul DNA, 2: 12 ul DNA)

SaflasgtirllanMTBbakterisinin tiir tanimlanmasi i¢in 16S rRNA geni PZR yapildi. Agaroz
jelde goriintiilendiginde istenilen biiyiikliikte bant elde edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.216S rRNA geni PZR agaroz jel gorintiisii( M: marker, 1-2: PZR iiriind, 3:
negatif kontrol)
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PZR sonucu agaroz jelde elde edilen bantlar jel ekstraksiyon yapilarak niikleotit dizi
analizi gergeklestirildi. BLAST analizi sonucunda MTB ile %100 uyumlu oldugu
gozlemlendi. Elde edilen niikleotit dizisi Ek-4’te verildi. Ayrica GenoType MTBC
(Hain Lifescience, Almanya) testi ile hasta izolatinin M. tuberculosis bakterisi oldugu

dogrulandi.

3.2. IppX Geni i¢in PZR

M. tuberculosislppX genini ¢ogaltmak icin PZR yapilarak ve agaroz jeldeyiiriitiildii.
Agaroz jel goriintiilemesi sonucunda IppX genindebeklenilen biiyiikliikte bant
gbzlemlendi (Sekil 3.3).

900
700
500
300

Sekil 3.3 PZR sonucu agaroz jel goriintiisii( M: marker, L: IppX, N: negatif kontrol)

3.3. IppX geni Jel Ekstraksiyonu

IppX geni igin yapilan PZR sonucunda agaroz jelde elde edilen bant kesilerek jel
ekstraksiyon yapildi. Elde edilen jel ekstraksiyon {iiriinii kalitesini gozlemlemek igin
agaroz jelde goriintiilendi. Elde edilen iiriiniin klonlama i¢in uygun oldugu gézlemlendi

(Sekil 3.4).
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900 bp——
700 bp ——
500 bp——

Sekil 3.4Jel ekstraksiyon sonrasi agaroz jel gortintiisti( M: marker, L: IppX)

3.4. IppX Geninin pGEM-T Vektoriine ligasyonu ve pGEM-T-IppX Vektor
Klonlanmasi

PZR ile ¢ogaltilan, jel ekstraksiyonu ile elde edilen gen ve pGEMT-T vektori
kullanilarak ligasyon yapildi. Ligasyon iriiniE. coli DHS5a kompetan hiicrelerine
aktarildi. Transformasyon sonucunda istenilen geni tasiyan rekombinant pGEM-T
vektoriinii  segebilmek icin, lacZ geninin bozulmasma ve ampisilin direngliligine
dayanan mavi-beyaz segilim o6zellikleri kullanildi. Ampisilin i¢eren ve X-gal+IPTG

yayilan agar iizerinde mavi-beyaz koloni olusumlari gézlemlenlendi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5Mavi-beyaz koloni olusumu( pGEM-T-IppX)
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3.5. pGEM-T-IppX Plazmit izolasyonuve Yapiskan UcluLppX Gen Eldesi

Transformasyon sonucunda olusan koloniler LA+amp+X-gal+IPTG besiyerine ekim
yapilip, bu bakterilerden plazmit izolasyonu yapildi. Izolasyon sonrasi EcoRlile
restriksiyon enzim kesimi yapilip, jel sonucunda pGEM-T-IppX beklenen degerlerde
bant gozlemlendi (Sekil 3.6). pGEM-T-lIppX dizilemeye gonderilerek, dogrulama
sonucu niikleotit dizileri EK-4’te verilmistir.

Sekil 3.6 pGEM-T-lppX restriksiyon enzim kesimi agaroz jel goriintiisii( M: marker, 1:
IppX’)

3.6. pET28-a(+) Vektoriine Ligasyon

Ligasyonda IppX genini klonlamaki¢inpET28a vektorii EcoRI ilekesildi. Agaroz jel

goriintlisti Sekil 3.7°de verildi.
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Marker pET

Sekil 3.7 pET28a vektoriiniin ECORI kesiminin agaroz jel goriintiisii

3.7. pET28a- IppX Vektoriin E.coli BL21’e Transformasyonu

Transformasyon sonucunda 300’e yakin koloni olustu. Olusan kolonilerin yaklasik
olarak 100 tanesi taranarak sonug¢ alindi. Fazla sayida koloni olusmus olmasindan
dolayi, koloni taramasin1 manuel plazmit izolasyonuyla yapildi. Jel sonucunda marker
olarak yiiklenen bos pET28a vektorden yiiksek bant gosteren 1 tane 6rnek cikti (Sekil
3.8).

Bos pET28a vektoriinden yiiksekte bant gozlemlenen plazmiti tasiyan koloni sivi
LB+kanamisin besiyerine ekildi Kit ile plazmit izole edilip BamHIenzimi ile kesildi.
Kesim agaroz jele yiiklenerek, jel sonucunda 700 bp civarinda bant gézlendi. Sonug
olarak pET28a-IppX rekombinant1 basarili bir sekilde elde edildi.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20

u’“

Sekil 3.8pET28a-IppX koloni taramasi agaroz jel goriintiisii( 1 ve 20: bos pET28a, 2-19:
-IppX') 12 numarali plazmit bos pET28a’dan yukarida bulundu

3.8. Rekombinant LppX Proteininin Saflastirilmasi

E. coli BL21 hiicrelerine aktarilan pET28a vektorii icerisindeki IppX geninin
ekspresyonu IPTG ile indiiklenmis ve nikel kolonlar kullanilarak His-tag tasiyan
rekombinant protein saflastuldi. SDS-PAGE jel analizi ile goriintiilendi (Sekil 3.9).
LppX proteini saf olarak elde edildi. Ancak IPTG indiiksiyonu ve saflastirilmig protein
yogunlugunun diisiik kaldig1 gozlemlendi.

Saflagtirilan proteinin miktarlarinin artirilmasi igin bir dizi optimizasyon deneyi yapildu.

[k olarak inkiibasyon siiresi 5 saat yerine 3 saat olarak yapildi. Jel sonucunda protein

indiiklenmesinin iyi olmadig1 gézlemlendi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.9Rekombinant proteinlerin nikel kolon uygulamalarinin SDS-PAGE
goriintlisti(A: LppX proteini, M: protein marker, K: IPTG eklenmemis kontrol, L: IPTG
eklenen kiiltiir lizati, F: flow-through (kolona baglanmayanlar), W: yikama, E: eliisyon.
B: Protein markerda bulunan bantlarin biiyiikliikleri)

Sekil 3.10 3 saat inkiibe edilen LppX protein 6rneklerinin SDS-PAGE goriintiisii (M:
protein marker, L-K: IPTG eklenmeyen kiiltiir, L-I: IPTG ile indiiklenmis kiiltiir lizat1)
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Inkiibasyon siiresi 2 saat sonra 100 ml ekim alinip ¢oktiiriilerek, geriye kalan ekim 2
saat olmak tlizere toplamda 4 saat bekletilip IPTG mikar1 0,5 mM olarak deney
tekrarlandi. Jelde goriintiileme sonucunda indiiklenmenin iyi olmadigr goézlemlendi

(Sekil 3.11).

M L-K L2 L4
-

" .
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ey —
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“

Sekil 3.11 2-4 saat inkiibasyon ve 0.5 mM IPTG kullanilan deneyin SDS-PAGE
goriintiisii(M: protein marker, L-K: IPTG eklenmeyen LppX kiiltiirti, L2: 2 saat, L4: 4
saat inkiibe edilen ve 0,5 mM IPTG ile indiiklenmis LppX kiiltiir lizat1)

Inkiibasyon sicakligi 30° ve IPTG miktar1 1 mM, 0,5 mM sekilde tekrarlandi. Jelde
goriintiileme sonucunda protein indiiklenmesinin yine iyi olmadig gdzlemlenlendi

(Sekil 3.12).
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Sekil 3.12 1 mM ve 0.5 mM IPTG indiiklemesi deneyinin SDS-PAGE goriintisii(M:
marker, L-K: IPTG ile indiiklenmeyen LppX kiiltiirii, L-0,5: 0,5 mM IPTG, L-1: 1 mM
IPTG ile indiiklenmis LppX kiiltiir lizat1)

Beta-merkaptoetanol kullanilarak deney tekrarlandi. Jelde goriintilleme sonucunda

yeterli miktarda protein ¢ikmadigi gozlemlendi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13 Beta-merkaptoetanol uygulamasinin SDS-PAGE goriintiisii(M: marker, L-K:
IPTG ile indiiklenmeyen LppX kiiltiiri, L-0,5: 0,5 mM IPTG, L-1: 1 mM IPTG ile
indiiklenmis LppX kiiltiir lizatr)

Bakteri kiiltlir hacmi artirllmasma gidildi. Jel goriintiisii sonucunda saflagtirilan
proteinin yogunlugunda bir miktar artis oldu fakat yine de istenen yogunlukta olmadigi
gozlemlendi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14 Kiiltir hacmini artirma uygulamasi SDS-PAGE goriintiisii(M: protein
marker, K: IPTG eklenmemis kiiltiir, L: IPTG eklenen kiiltiir lizati, F: flow-through, W:

yikama, E: eliisyon)

Protein yogunlugunun filtre yontemiyle artirilmasi teknigi kullanildi. Filtre tekniginden
sonra protein yogunlugu kantitatif olarak Bradford yontemi ile Ol¢iildi. Proteinin

beklenilen yogunlukta oldugu gozlemlemlenerek 1 mg/mL konsantrasyona ayarlandi.

3.9. Western Blot

LppX proteinin Expasy biyoinformatik programinda hesaplanan (uglarina eklenen 6
histidinle beraber) molekiiler agirlig1 25 kDa seklindedir. Proteinin SDS-PAGE analizi
sonucu gozlemlenen molekiiler agirligi yaklasik olarak 31 kDa’dur (Sekil 3.15-A).
Ancak, proteinin dimer olusturma ihtimallerinden veya katlanmalarindan dolay: farkli
molekiiler agirlikta bantlar da gozlenebilmektedir. Bu nedenle, rekombinant proteinlere
0zgli antikorlarin primer antikor olarak kullanildigt Western blot analizi sonucunda

yukarida sayilan ana bantlara ek olarak baska bantlar da gozlemlendi (Sekil 3.15-B).

Primer antikor olarak BCG’ye 06zgii antikor kullanildiginda ana bantlara capraz
reaksiyon verdigi gozlemlemlendi, adjuvana karsi olusan antikor proteini tanimadi
(Sekil 3.16). Yalniz, MTB antijenini BCG’ye 6zgii antikorlar zayif tanidigindan bantlar

net olarak goriintilenemedi. Deney tekrarlanmis ancak daha iyi bir goriintii elde

edilemedi.
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Sekil 3.15 Saflastirilan proteine ait (A) SDS-PAGE ve (B) Western blot goriintiisti(M:
Prestained marker (New England Biolabs P7712), L: LppX)

Sekil 3.16 LppX antijenine kars1t BCG antikorunun ve adjuvana karsi olusan antikorun
capraz reaksiyonunu gosteren Western blot deneyi(A:SDS-PAGE goriintiisii, B: anti-
BCG Western blot goriintiisii, C: anti-adjuvan Western blot goriintiisii M: prestained
marker, L: LppX)

3.10.Total IgG Miktan

Rekombinant LppX proteininin Balb/c farelerinde uyardigi hiimoral bagisiklik diizeyi
kantitatif olarak total IgG ELISA deneyi ile belirlendi. Pre-immiinizasyon degeri ile
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immiinizasyon sonrast degeri GraphPad Prism 5 programinda tek yonlii varyans analizi
ve Dunnett testi yapilarak karsilastirildi (Sekil 3.17). Pre-immiinizasyonun kontrol
grubu olarak bazalindig:1 istatistiki anlam degerlerine bakildiginda LppX as1
formiilasyonunun ilk asilamadan sonra anlamli bir artis sergilemedigi fakat ikinci
asilamadan sonra ise 66. gline kadar %95 giivenilirlikte IgG degerinde artis gosterdigi
belirlendi. Western blot tekniginde de LppX’e ait bantin zayif olmasi bu formiilasyonun
tetikledigi spesifik IgG miktarinin diisiik diizeyde kaldigimi gosterdi. Western blot
teknigi icin bahsedilen (protein izolasyonu ile ilgili) sebepten dolayr BCG ve adjuvan
grubu i¢in IgG ELISA deneyi yapilmadi.

Absorbans (0.D. 405 nm)
© o o ¢
N w » n

o
=

@)

M imminizasyon &ncesi
W15 gin W 30.gin
mal.gin m66.gin

Sekil 3.17 Montanide ISA 720 VG adjuvani ile hazirlanmig LppX proteinine ait as1
formiilasyonunun Balb/c farelerdeki hiimoral bagisiklik (total IgG) yanitiSerumlarin
1:800 seyreltme degerleri kullanild1. *: p<0,05.

3.11. interferon-gama (IFN-y) Miktar1

Rekombinant LppX proteini as1 formiilasyonunun, ticari BCG asis1 ve sadece
Montanide ISA 720 VG adjuvanin Balb/c farelerinde uyardiklar1 hiicresel bagisiklik
diizeyi kantitatif olarak IFN-y ELISA deneyi ile belirlendi (Sekil 3.18). Farkli as1

gruplarina ait degerler birbirleri ile GraphPad Prism 5 programinda tek yonlii varyans
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analizi ve Tukey’s testi yapilarak karsilastirildi (Cizelge 3.1). 15. ve 41. giinde LppX
formiilasyonu adjuvana goére serum IFN-y diizeyini artirdigt goriildi. LppX
formiilasyonunun uyardig1 serum IFN-y diizeyi ile BCG as1 formiilasyonunun uyardigi
arasinda istatistiksel anlamda bir fark bulunmadi. Yani, LppX formiilasyonunun IFN-y

diizeyini artirmada BCG kadar etkin oldugu gozlemlendi.
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Sekil 3.18 Farkli as1 gruplarinin Balb/c farelerde tetikledikleri serum IFN- ydiizeyleri

Cizelge 3.1 Farkli ag1 gruplarinin Balb/c farelerdeki serum IFN-y diizeylerinin tek yonli
varyans analizi ve Turkey's testi ile karsilastirilmasi

As1 gruplan Immiinizasyon 6ncesi  15. giin  30. giin 41. giin  66. giin
Adj - BCG AD AD AD * *

Adj - LppX AD ** AD * AD
BCG - LppX AD AD AD AD AD

*: p<0,05; **: p<0,01; AD: anlaml degil
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3.12. Interlokin 12 (IL-12) Miktar1

Rekombinant LppX proteini as1 formiilasyonu, ticari BCG asis1 ve sadece Montanide
ISA 720 VG adjuvanin Balb/c farelerinde uyardiklar: hiicresel bagisiklik diizeyi IFN-
v’ya ek olarakkantitatif 1L-12 ELISA deneyi ile belirlendi (Sekil 3.19). Farkli ast
gruplarina ait degerler birbirleri ile GraphPad Prism 5 programinda tek yonlii varyans
analizi ve Tukey’s testi yapilarak karsilastirildi(Tablo 17). Sadece adjuvan 41. giine
kadar BCG kadar IL-12 diizeyini tetiklerken 66. giinde BCG’den daha fazla artiga neden
oldu. Adjuvan ve LppX arasinda 41. giine kadar anlamli bir fark bulunmazken 41. ve
66. giinlerde adjuvan LppX formiilasyonundan daha fazla IL-12 artis1 sagladi. BCG
asis1 da 41. ve 66. giinlerde LppX formiilasyonundan daha fazla IL-12 artis1 sagladi.

Buna gore, LppX formiilasyonu IL-12 diizeyini artirmada basarili bulunmadi.
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Sekil 3.19 Farkli as1 gruplarinin Balb/c farelerde tetikledikleri serum IL-12 diizeyleri

45



Cizelge 3.2 Farkli as1 gruplarinin Balb/c farelerdeki serum IL-12 diizeylerinin tek yonli

varyans analizi ve Turkey's testi ile karsilastirilmasi

As1 gruplan Immiinizasyon 6ncesi 15. giin 30. giin 41. giin 66. giin
Adj - BCG * AD AD AD *x

Adj - LppX AD AD AD il ikl
BCG - LppX ** AD AD il o

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; AD: anlamli degil
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiiberkiiloz (TB) hastaligt yillar igerisinde milyonlarca kisinin Oliimiine sebep
olmaktadir. TB hastaligina karsi giiniimiizde kullanilan tek as1 olan BCG asisidir.
Cocuklarda tiiberkiilloz menenjitine karsi bir yere kadar koruma saglarken
yetiskinlerdeki koruyuculugu degiskenlik gostermektedir. Immiin yetersizligi olan
kisilerde ise kullaniminin giivenli olmadigi bildirilmektedir (Dai et al.2016). Bu
nedenle, son zamanlarda tiiberkiiloz hastaligina kars1 as1 gelistirme ¢alismalarinda artis
gozlenmektedir. As1 gelistirme c¢alismalar1 arasinda rekombinant as1 calismasi

azimsanmayacak diizeydedir.

Bazi ¢alismalar DNA asis1 gelistirme tizerinde durmaktadir. Neonatal farelerde ag85b
ile hazirlanan DNA asis1 intradermal yoldan uygulandiginda ve intranazal yoldan boost
edildiginde akciger ve dalak IFN-y, IL-2 ve TNF-a diizeylerinde artis gdzlenmistir (Dai
et al. 2016). Liang et al. (2017) rv2190c veya ag85a genleri ile hazirlanmis DNA asilari
ile bagisiklanan farelerde kontrol grubuna gore IFN-y diizeylerinin arttigini, akciger ve
dalakta tutunan MTB miktarinda diisiis gozlendigini rapor etmistir. Skeiky et al. (2004)
MTB'ye ait 72 kDa'luk bir poliproteinin hem DNA hem de protein asisi seklinde
farelerde ve kobaylarda koruyucu oldugunu rapor etmistir. MTB'ye ait ESAT-6, MPT-
64, KatG'nin doku plazminojen aktivator (TPA) sinyal dizisi ile fiizyonundan olusan
DNA agilarinin farelerde koruyucu oldugu gosterilmistir (Li et al. 1999). Delogu ve
Brennan (2001) DNA agis1 calismalarinda hiicre ylizey proteinlerini kodlayan PE ve
PE_PGRS genlerinin farelerde koruyucu oldugunu gosterdi. Hsp65 ve IL-12
kombinasyonu ile elde edilmis DNA asisinin farelerde BCG'den daha fazla etkin oldugu
raporlanmistir (Yoshida et al. 2006). Kimerik Ag85A/B DNA asisinin MTB ile enfekte
olmus farelerde tedavi edici 6zelligi gosterilmistir (Liang et al. 2012). Bunun yani sira,
Lee et al. (2014) RpfB DNA asisinin farelerde MTB'ye spesifik ¢ok fonksiyonlu T

hiicresi cevabini tetikledigini bildirmistir.

Calismalari bir kismi1 ise BCG ile baglantili asilar gelistirme iizerinedir. Tsukamoto et
al. (2016), prolin (P), glutamik asit (E), serin (S) ve treonin (T) amino asitlerinden
olusan PEST sinyal dizisi ve HSP70-majér membran protein-Il ile elde ettikleri MMPII-
PEST fiizyon genini ureC-geni bozulmus rekombinant (r) BCG’ye aktararak BCG-
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PEST’i elde etmislerdir. BCG-PEST ile s.c. asilanmis C57BL/6 farelerinde rBCG ile
asilananlara gore daha fazla IFN-y diizeyi ve daha diisiik sayida akcigere tutunan MTB
sayis1 rapor edilmistir.Norrby vd. (2017), isve¢ ve Finlandiya’da BCG ile asilanmis
saglikli bireyleri (n=106), farkli dozlarda H4 antijeni (5, 15, 50, 150 pg) ve IC31
adjuvaniyla (0, 100, 500 nmol) hazirladiklar1 H4:IC31 asis1 ile asilamiglardir. H4:1C31
asisinin son agilamadan 18 hafta sonra antijene 6zgii CD4" T hiicresi ¢ogalmasi ve
sitokin (IFN-y, IL-2 ve TNF-a) iiretimini tetikledigi bildirilmistir. Pathan et al. (2007)
BCG asis1 olmus kisilerde MTB'ye ait Ag85A'y1 ekspres eden Modifiye Vaccinia
Ankara (MVAS8S5A) ile artirmak bagisiklig tetikledigini gdstermistir. Benzer sekilde,
Ag85A'y1 ekspres eden murin sitomegaloviriis (MCMV) fareleri enfeksiyonuna karsi
korumustur (Beverley et al. 2014).

Birden fazla proteinin fiizyonu ile elde edilen asilar da denenmektedir. Rv3615c,
Mtb10.4 ve Rv2660c antijenlerinden olusan TFP846 iiglii flizyonunu ifade eden
vezikiiler stomatit viriisii (VSV-846) ile intranazal bagisiklanan farelerde kontrol gruba
gore BCG enfeksiyonunda yaklasik 10 kat azalma goriilmiistiir. Ayrica, bos vektor ile
asilan farelere gore VSV-846 ile asilanan farelerde daha yiiksek antijene 6zgii IFN-y
diizeyi tespit edilmistir (Zhang et al. 2017). MTB antijenleri 85A, 85B ve TB10.4 ile
hazirlanan AERAS-402 asisinin Faz I denemelerinde asilanan bireylerin gii¢lii IFN-y
cevabi gosterdigi ancak antijene 6zgii T hiicrelerinin genellikle MTB ile enfekte olmus
hiicreleri tanimadigi bildirilmistir (Nyendak et al. 2016). Langermans et al. (2005)'nin
calismasinda MTB'ye ait Ag85B ve ESAT-6 proteinlerinden olusan fiizyonun makaklari
korudugu rapor edilmistir. Ag85B ve ESAT6-CFP10 flizyonu ile BCG CpG ve alum
adjuvan sisteminden olugan AEC/BC02 asis1 farelerde bagisiklig: tetiklemis, kobaylarda
da koruma saglamistir (Lu et al. 2015). Orr et al. (2014) de 84 aday MTB proteini
arasinda iki fiizyon proteininin farelerde giiclii bir sekilde koruyucu 6zelligi oldugunu
gostermistir. Li et al. (2014) CFP10, ESAT6, Ag85A ve Ag85B'yi ekspres eden
rekombinant adenoviriisiin farelerde gii¢lii bir antijen-spesifik bagisiklik yaniti
olusturdugunu rapor etmistir. Ag85A, Ag85B ve TB10.4 antijenlerini ekspres eden
adenoviriis ile olusturulmus AERAS-402 asisinin makaklarda giiclii bir hiicresel
bagisiklik yamiti ortaya c¢ikardigi ancak yiiksek dozdaki MTB'ye karsi korumadigi
bildirilmistir (Darrah et al. 2014). Bennekov et al. (2006) ise Ag85B ve ESAT-6
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proteinlerinin farkli epitoplarinin bagisiklik yanitin belirlenmesindeki roliinii ortaya

koymustur.

Benzer antijenlerin kullanildigi bu ¢aligmalarin yani sira, TB asis1 gelistirmek i¢in yeni
antijen ve formiilasyon adaylari da aragtirilmaktadir. Xue et al. (2012), MTB'ye ait RpfE
proteini rekombinant olarak saflastirarak farelerde bagigiklik yanitini tetikledigini
bildirmistir. MTB’ye 6zgii dormansi survi regiilator regiilon (DosR)’undan hipotetik bir
nitrorediiktaz olan Rv3131 ile hazirlanan asinin fare akciger ve dalaginda antijene 6zgii
TNF-0, IFN-y ve IL-2 diizeylerini artirdig1 ve bakteri sayisin1 azalttig1 rapor edilmistir
(Kwon et al. 2017). Larrouy-Maumus et al. (2017), diagile siilfoglikolipit (Ac,SGL) ve
fosfatidil-myo-inozitol ~ dimannozit (PIM;) olmak {izere saflastirdiklar1  iki
mikobakteriyel lipit antijenleri biyofiziksel olarak karakterize ettikleri dimetil-
dioktadesil-amonyum (DDA) ve sentetik trehaloz 6,6’-dibehenat (TDB) yapisindaki
lipozomlar ile formiile ettiler. Bu as1 formiilasyonlarinin kobaylarda asilanmamis
kontrol gruplarina gore dalakta MTB’ye karsi koruyuculugunun yiiksek oldugu ancak

akcigerlerde istatistiksel bir fark olmadigin1 gdsterdiler.

Bu calismada, MTB'ye ait LppX viriilans faktorii rekombinant olarak saflastirilip, bu
proteinin immiinojenik kapasiteleri ilk defa arastirildi. Daha 6nceki ¢aligmalarda bu
proteinlerin MTB viriilansinda rol oynadigi bildirilmis ancak rekombinant alt {inite
protein asist i¢in kullanilabilirlikleri gosterilmemistir. Bell et al. (2012)'nin
calismasinda, bir lipoprotein olan LppX, kiltiir filtre proteinleri arasinda zengin
miktarda bulunmustur. M. bovis BCG'ye ait LppX ile %98 benzerligi olan bir proteini
kodlayan gen, DNA asis1 olarak denenmis ancak basarili bir sonug elde edilememistir
(Lefevre et al. 2000). Lipoproteinlerin kuvvetli antijenik 06zellikleri gbéz Oniine
alindiginda (Bell et al. 2012), yerel bir MTB izolatindan rekombinant olarak
saflastirilmis LppX proteininin uygun bir adjuvanla birlikte antijenik kapasitesinin
degerlendirilmesinin faydali olacag: diisliniilmiistiir. Bu ¢aligmada, rekombinant LppX
proteini ve Montanide ISA 720 adjuvami ile olusturulan formiilasyonunun Balb/c
farelerdeki hiicresel bagisikligi tetikleme kapasiteleri serum interferon-gama (IFN-y) ve

interlokin-12 (IL-12) diizeyleri ile olglildi. LppX formiilasyonunun IFN-y diizeyini
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artirmada BCG kadar etkin oldugu gozlendi. Bu formiilasyonun serum IL-12 diizeyini

artirmada ise yetersiz oldugu belirlendi.

Tiberkiiloza karsi as1 gelistirme calismalarinin ¢ogunda hiicresel bagisiklik yaniti
tizerinde durulsa da Prados-Rosales et al. (2017)’nin ¢alismasinda mikobakteriyel
kapsiiler arabinomannan ve Ag85b ile elde edilmis polisakkarit konjligatin farelerde
antikor (IgG) cevabinda artis sagladigi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda akciger ve
dalakta tutunan MTB sayisinda diisiis gozlendigi ve yasam siiresinin arttigi
gosterilmistir. Bu ¢aligmada da rekombinant LppX proteini ve Montanide ISA 720
adjuvan1 ile olusturulan formiilasyonun Balb/c farelerde antikor diizeyini artirdigi

gbzlenmistir.

Sonug¢ olarak, bu projede, Tiirkiye’deki bir hastadan izole edilmis MTB susundan
klonlanarakE. coli’de ifade edilen, saflagtirilip Montanide ISA 720 VG adjuvani ile
formiilize edilen rekombinant LppX proteininin Balb/c farelerde tetikledikleri hiimoral
ve hiicresel bagisiklik yaniti incelendi. Bu formiilasyonun antikor diizeyini artirmada
basarili oldugu, serum IFN-y ve IL-12 diizeyini artirmada degiskenlik gosterdigi
belirlendi. ileriki ¢alismalarda, farkli immiinojenik proteinlerle olusturulacak ikili veya
tcli  flizyonlarin  daha etkili olabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica, CpG
oligoniikleotitleri gibi hiicresel yanit1 artiran farkli adjuvanlar da kullanilabilir. Bunun
yani sira, bu formiilasyonun akcigerde ve dalakta MTB tutunmasini nasil etkiledikleri

ile ilgili koruyucu etki ¢calismalarinin da yapilmasi gerekmektedir.
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EK-1 KULTUR ORTAMLARININ HAZIRLANMASI

1. Luria Broth (LB)

Distile su 1000 mL

Luria Broth 25 g

Steril olmasini saglamak i¢in 20 dakika 121 °C’de otoklavlandi.
2. Luria Agar (LA)

Distile su 1000 mL

Luria Agar 40 g
Steril olmasini saglamak i¢in 20 dakika 121 °C’de otoklavlandi.
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EK-2 COZELTILER VE TAMPONLAR

1. Agaroz Jel Elektroforezi

TAE Tamponu (50X)

Tris-baz242 g
Glasiyal asetik asit 57.1 mL
EDTA (0.5 M, pH 8.0) 100 mL

Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Yiikleme Tamponu (10X)

Bromofenol mavisi (w/v) % 0.25

Ksilen siyanol FF (w/v) % 0.25

Siikroz (w/v) % 40

2. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Akrilamit/Bis

Akrilamit 146 g

N.N’-Metilen bis akrilamit 4 g

Distile su ile 500 mL’ye tamamlandi. Filtrelendi, 1siktan korundu ve +4°C’de saklandi.
Tris HCI (1.5 M)

Tris-baz54,45 ¢

Distile su 150 mL

pH 8.8’ e ayarlandive toplam hacim 300 mL’ye distile su ile tamamlandi. +4°C’de

muhafaza edildi.
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Tris HCI (0.5 M)

Tris-baz6 g

Distile su 60 mL

pH 6.8’e ayarlanarak toplam hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlandi. +4°C’de
muhafaza edildi.

Kosturma Tamponu (10X)

Tris- baz30 g
Glisin 144 g
SDS 10g

Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Ornek Yiikleme Tamponu(4X)

Tris- HCI (1 M, pH 6.8) 2mL
EDTA (0.5 M) 1mL
Gliserol 4 mL
SDS 08¢
B-merkaptoetanol 0.4 mL
Bromofenol mavisi 0.008 g

Distile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

Coomassie Mavi R-250 Boyasi

Coomassie Mavi R-250 0.25¢
Metanol 125 mL
Glasiyal asetik asit 25 mL

Distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Boya Uzaklastirma Tamponu
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Metanol 100 mL
Glasiyal asetik asit 100 mL

Distile su ile 800 mL’ye tamamlandi.

3. Western Blot

Transfer Tamponu(1X)

Metanol 200 mL
Tris-baz3.63 g

Glisin 144 ¢
SDS 0379

Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Tris Tamponlu Tuz Cozeltisi (TBS 1X)

Tris-baz2.42 g

NaCl 29.2¢g
Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

4. Protein Saflastirma

LEW (Lizis-Eliisyon-Yikama) Tamponu (pH 8.0)

Ure 8 M
NaCl 300 mM
NaH,PO450 mM

Eliisyon Buffer (1x)

LEW buffer 20 mL
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imidazol (250 mM) 0,34 g
pH 8,0’¢ ayarlandi.

Bradford Cozeltisi

%95 etanol 25 mL

Coomassie Blue G-250 50 mg
fosforik asit 50 mL

500 mL’ye kadar distile su ile tamamlandi.

5. E. coli Kompetan Hiicre Tamponu

Tamponl

RuCl 100 mM
KAC 30 mM
CaC|2 10 mM

Gliserol %15

pH 5.8’e ayarlanip filtre edildi.

Tampon 2

CaCl, 75 mM

RuCl 10 mM
MOPS 10 mM
Gliserol %15

pH 6.5’e ayarlanip filtre edildi.

6. Koloni Se¢cimi

IPTG
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IPTG 100 mg
Distile su 1mL

Filtre ile steril edildikten sonra -20°C’de muhafaza edildi.

X-gal
X-gal 20 mg
Dimetilformamit 1mL

Isiktan korunmasi i¢in aliminyum folyo ile sarildi. -20°C’de muhafaza edildi.

7. Plazmit izolasyonu

STE Tamponu

Siikroz (w/v) %10.3
Tris-HCI (ph 8.0) 25 mM
EDTA (pH 8.0) 25 mM

Lizis Tamponu

NaOH 0.3 M
SDS (w/v) %2
8. ELISA

Karbonat/Bikarbonat Tamponu (0.05 M)
Na,CO3; 1.59 g
NaHCO33.88 g

Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. pH 9.6’ya ayarlanip +4°C’de muhafaza edildi.

Yikama Tamponu(1X PBS-%0.1 Tween-20)
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NaCl 8¢9

KCI 0.2¢
Na;HPO4 1.44 g
KH,P040.24 g

Tween-20 1mL

Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. pH 7.2’ye ayarlanip +4°C’de muhafaza edildi.

Bloklama Tamponu

1X PBS-%0.1 Tween-20 i¢ine %2 (w/v) BSA

9. IFN-y ELISA

Yikama Tamponu (1X PBS- %0.2 Tween-20)

NaCl 89
KCI 029
Na,HPO,1.44 g

KH,P0,0.24 g

Tween-20 2mL

Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. pH 7.4’¢ ayarlanip +4°C’de muhafaza edildi.
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EK-3 KULLANILAN KiMYASAL, ENZIMLER VE KIiTLER

Agar (Oxoid)

Agaroz (Biomax-Prona)

Akrilamit (Sigma)

Ampisilin (Sigma)
BamHI(Thermo)

Bovin-serum albumin (Merck)
Bromofenol mavisi (Merck)
Coomassie Mavi G-250 (Fluka)
Coomassie Mavi R-250 (Fluka)
Dimetilformaldehit (Merck)

EcoRI (Thermo)

EDTA (Sigma)

Etanol (Sigma)

Etidyum bromiir (Sigma)

Fare IFN-y Kiti (Thermo Scientific)
Fare IL-12 Kiti (Thermo Scientific)
Genomik DNA Izolasyon Kiti (Thermo Scientific)
Glasiyal asetik asit (Merck)
Gliserol (Sigma)

Glisin (Merck)

HCI (Merck)

IPTG (Sigma)

Jel Ekstraksiyon Kiti (Thermo Scientific)
Kanamisin (Sigma)

KCH3CO; (Merck)

KCI (Merck)

KH,PO,4 (Merck)

Luria Broth (Merck)
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Merkaptoetanol (Merck)

Metanol (Sigma)

MOPS (Sigma)

N.N’Metilen-bis akrilamit (Sigma)
Na,HPO, (Merck)

NaCl (Merck)

NaHCO;3; (Merck)

NaOH (Merck)

pGEMT Easy Vektor Kiti (Promega)
Plazmit izolasyon Kiti (Thermo Scientific)
Protino Ni-TED 2000 Kolonlar1 (Macherey-Nagel)
RuCl (Merck)

SDS (Sigma)

Siikroz (Sigma)

Siit tozu (Sigma)

T4 DNA ligaz (Thermo)

Tag DNA polimeraz (Thermo)
TEMED (Sigma)

Tris-baz (Merck)

Tris-HCI (Merck)

Tween-20 (Merck)

Ure (Merck)

X-gal (Sigma)
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EK-4 NUKLEOTID DiZi ANALIiZLERI, BOYUT BELIRTECLERI VE
PLAZMITLER

Mycobacterium tuberculosis hasta izolatinin IppX gen dizisi (Gen Bankasi erigim
numarasi KY848245):

ATGAATGATGGAAAACGGGCGGTGACGTCCGCTGTTCTGGTGGTGCTAGGTGCCTGCCTGGCGT
TGTGGCTATCAGGATGTTCTTCGCCGAAACCTGATGCCGAGGAACAGGGTGTTCCCGTGAGCCC
GACGGCGTCCGACCCCGCGCTCCTCGCCGAGATCAGGCAGTCGCTTGATGCGACAAAAGGGTTG
ACCAGCGTGCACGTAGCGGTCCGAACAACCGGGAAAGTCGACAGCTTGCTGGGTATTACCAGTG
CCGATGTCGACGTCCGGGCCAATCCGCTCGCGGCAAAGGGCGTATGCACCTACAACGACGAGCA
GGGTGTCCCGTTTCGGGTACAAGGCGACAACATCTCGGTGAAACTGTTCGACGACTGGAGCAAT
CTCGGCTCGATTTCTGAACTGTCAACTTCACGCGTGCTCGATCCTGCCGCTGGGGTGACGCAGC
TGCTGTCCGGTGTCACGAACCTCCAAGCGCAAGGTACCGAAGTGATAGACGGAATTTCGACCAC
CAAAATCACCGGGACCATCCCCGCGAGCTCTGTCAAGATGCTTGATCCTGGCGCCAAGAGTGCA
AGGCCGGCGACCGTGTGGATTGCCCAGGACGGCTCGCACCACCTCGTCCGAGCGAGCATCGACC
TCGGATCCGGGTCGATTCAGCTCACGCAGTCGAAATGGAACGAGCCCGTCAACGTCGACTAG

Mycobacterium tuberculosis hasta izolatinin 16S rRNA gen dizisi (Gen Bankasi
erisim numarasi KY810766):

AGTCGAACGGAAAGGTCTCTTCGGAGATACTCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGA
TCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCACGGGATG
CATGTCTTGTGGTGGAAAGCGCTTTAGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG
TGGGGTGACGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGG
GACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA
GCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCG
ACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGACGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTA
GGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGC
AGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGG
AGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTT
CCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGAT
GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCT
TGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGAC
TGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGG
CTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAATCCTTA
AAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAA
TCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCA
TGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCAGTGGCCTAACCCTCGGGAGGG
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Sekil 1 PageRuler™ Plus Prestained protein marker(Fermentas) ve Unstained protein
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Sekil 2 GeneRuler 50 bp DNA marker(Thermo)
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Sekil4pET-28a(+) His-tag ekspresyon vektorii(Novagen #69864-3)
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