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Bu c¢alismada, insanlarda tiiberkiiloz (TB) hastaligiin en Onemli etkeni olan
Mycobacterium tuberculosis’e karsi diinya genelinde kullanilan BCG asisina alternatif
yeni rekombinant as1 tiretimi i¢in M. tuberculosis OmpA proteininin kullanilabilirliginin
belirlenmesi amaglanmistir. Eriskin bireylerde diinya genelinde halen kullanilmakta
olan BCG agisiin koruyucu etkisinin ¢ok az olmasindan dolay1 yeni rekombinant TB
asilarinm gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Ulkemizdeki bir verem hastasindan
izole edilmis olan M. tuberculosis susundan ompA geni ilk olarak pGEM-T, ardindan
pET28a vektoriine klonlandi. E. coli BL21 susunda ifade edilen his-tag tasiyan
rekombinant OmpA proteini nikel kolonlar kullanilarak saflastirildi. Rekombinant
OmpA ve yag bazli bir adjuvan olan Montanide ISA 720 VG 7:3 oraninda karistirilarak
as1 formiilasyonu hazirlandi. As1 formiilasyonu, adjuvan ve BCG asisi, 5 BALB/cC
fareye s.c. enjekte edildi. Ilk enjeksiyondan 6nce, 15., 30., 41. ve 66. giinlerde
farelerden kuyruk kani alinarak serum o&rnekleri toplandi. Rekombinant OmpA’nin
antijenik O6zelliklerini kalitatif olarak gostermek icin Western blot deneyi uygulandi.
Rekombinant OmpA ve BCG asisina 6zgiin serum kullanildiginda beklenen biiyiikliikte
bantlar gozlenirken, sadece adjuvana 6zgiin serum kullanildiginda bant gozlenmedi.
OmpA igeren ag1 formiilasyonunun BALB/c farelerdeki hiimoral ve hiicresel bagisikligi
tetikleme kapasitesi degerlendirildi. OmpA formiilasyonunun serum 1gG seviyesini
anlamli diizeyde artirdigi, serum IFN-y diizeyini artirmada BCG kadar etkin oldugu,
serum IL-12 diizeyini artirmada ise zayif oldugu belirlendi. Rekombinant OmpA
proteininin ikili veya {g¢lii fiizyonlarmin olusturulmasi, CpG oligoniikleotitleri gibi
hiicresel yaniti artiran farkli adjuvanlar kullanilmasiyla, TB asis1 gelistirmede
kullanilabilecegi distliniilmektedir. Elde edilen bulgular 1s1ginda OmpA as1
formiilasyonunun akcigerde ve dalakta M. tuberculosis tutunmasini nasil etkiledigi ile
ilgili koruyucu etki ¢alismalarinin da yapilmasi gerekmektedir.
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ABSTRACT
Master Thesis

INVESTIGATION OF ANTIGENIC PROPERTIES OF RECOMBINANT OMPA
PROTEIN FROM MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Fatih KARABULUT

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sezer OKAY

In this study, it was aimed to investigate the potential of OmpA protein from
Mycobacterium tuberculosis to be used for a new vaccine against M. tuberculosis, the
causative agent of tuberculosis (TB) disease in human. Development of new
recombinant TB vaccines are needed because the BCG vaccine in use worldwide is low
in protection among the adults. The ompA gene from M. tuberculosis isolated from a
Turkish patient was cloned first in pGEM-T, and then pET28a vector. The his-tagged
OmpA protein expressed in E. coli BL21 strain was purified using nickel columns. The
vaccine formulation was prepared mixing the recombinant OmpA and an oil-based
adjuvant Montanide ISA 720 VG in 7:3 proportion. The vaccine formulation, adjuvant,
and BCG vaccine was s.c. injected to 5 BALB/c mice. The sera samples were collected
from the tail blood collected pre-immunization, 15", 30", 41%, and 66™ days post-
immunization. Western blot experiment was applied to show the antigenic property of
recombinant OmpA qualitatively. The desired molecular weight bands were detected
when the sera from recombinant OmpA and BCG injected mice were used; however, no
band was seen using the sera specific to adjuvant was used. The capacity of OmpA
formulation to induce the humoral and cellular immune response in BALB/c mice was
evaluated. It was shown that the OmpA formulation induced the serum IgG level
significantly, efficient in induction of serum IFN-y level as BCG; however, weak in
induction of serum IL-12 level. Recombinant OmpA protein might be used in TB
vaccine development using double or triple fusions with different proteins, or different
adjuvants inducing cellular response, such as CpG oligonucleotides. It is needed to
evaluate the the protection capacity of OmpA formulation via assaying the M.
tuberculosis adhesion in lungs and spleen.

2017, 91 pages

KEYWORDS: Immune response, immunology, interferon-gamma, interleukin 12,
recombinant vaccine



ONSOZ VE TESEKKUR

Bu tez ¢alismasinin amaci, Diinya Saglik Orgiitii’niin her yil rapor olarak sundugu
diinya ve iilkemizi tehdit eden tiiberkiiloz hastaligina kars1 yeni bir rekombinant as1
gelistirilmesinde kullanilabilecek rekombinant OmpA proteinin antijenik etkisini
belirlemek, diinya genelinde kullanilan ticari BCG asisindan daha etkin olabilecek yerli
ve milli bir ag1 iiretmek amaglanmugtir.

Tez calismamin planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitiilmesinde ve olusumunda ilgi
ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, yonlendirme ve
bilgilendirmeleriyle ¢alismami bilimsel temeller 1s18inda sekillendiren saym hocam
Dog. Dr. Sezer OKAY ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Her tiirlii maddi ve manevi destegiyle egitim 6gretim hayatim boyunca yanimda olan
babam Ali KARABULUT, annem Rukiye KARABULUT, ablalarim Siimeyye
KIZILOGLU ve Hiimeyra KARABULUT UNAL’a, biraderim  Selman
KARABULUT a, enistelerim Tolga KIZILOGLU ve Murat UNAL’ a ¢ok tesekkiir
ederim. Ayni projede calisigimiz ve Cankiri’ya geldigimden bu yana arkadashgi,
dostlugu, yardimsever ve misafirperverligi i¢cin Rukiye CETIN’e ayrica tesekkiir
ederim.

“Mycobacterium tuberculosis OmpA Proteininin Antijenik Etkisinin Arastirilmasi’
baslikli bu tez ¢alismasi Dog. Dr. Sezer OKAY Yiiriitiiciiliiginde TUBITAK 3501
Kariyer Gelistirme Programi kapsamindaki SBAG 214S359 nolu proje kapsaminda
gerceklestirilmistir.

Fatih KARABULUT
Cankiri, Mayis 2017
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1. GIRIS

1.1 Tiiberkiiloz

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis kompleks olarak tanimlanan bir
grup mikobakteri tarafindan olusturulan, ¢ok degisik klinik goriiniimlere sahip
kronik bir hastaliktir. Genellikle akcigerleri (pulmoner TB), bazen de diger
bolgeleri (ekstrapulmoner TB) etkilemektedir. Akciger TB hastalar1 bakteriyi
oOksiiriik ile disar1 atmakta ve hastalik hava yolu ile bulagsmaktadir. Genel olarak, 2-
3 milyar insanin tahmini verilere gore nispeten kiigiik bir orani (%5-15) M.
tuberculosis ile enfekte olabilecegi bildirilmistir. Zamanimizda diinya niifusunun
yaklagik olarak ti¢te birinin M. tuberculosis ile enfekte oldugu bilinmektedir
(Rappuoli and Aderem 2011). Ancak TB olasiligi HIV ile enfekte kisiler arasinda
¢ok daha yiiksektir (Gutierrez et al. 2005). TB, insanlik tarihi kadar eski bir
geemise sahip ve tarih Oncesi ¢aglardan bu yana bilinen bir hastaliktir. Viral
hastaliklarin aksine uzun inkiibasyon devri olan enfeksiydz bir etkiye sahiptir

(Koprowski and Michael 1996).

Ug yiiz milyon yildan beri varligin1 devam ettiren verem basili doganin her yerinde
bulunmaktadir. Ayni ortami paylagan insan ve hayvanlar sebebiyle aslinda
sigirlarda hastalik olusturan patojenin mutasyon gecirerek insanlarda hastalik
olusturabilmek i¢in M. humanus’a doniismiis olabilecegini ileri siirmiislerdir
(Koprowski and Michael 1996). Fakat tiiberkiiloz basilinin genomu belirlendikten
sonra M. bovis’ten mutasyon sonucu gelisen bir bakteri olmadigi anlasilmistir.
Ancak M. tuberculosis ve M. bovis ortak bir atadan mutasyon sonucu farklilagmig
iki tiir olabilecegi de diistiniilmektedir (Brosch et al. 2000). Sigir hastalik etmeni
olan mikobakteri dnceleri insanlarda lenf bezi ve kemik veremine sebep olmustur.
Daha sonradan akcigerlerde enfeksiyon olusturan ve okstiriik ile yayilan bir hastalik

haline gelmistir (Koprowski and Michael 1996).



TB, insanlarin hayatini tehdit eden bir hastalik olmakla birlikte, diinya genelinde ilk
siralarda yer alan Sliim sebeplerinden biridir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) diinya
genelinde 2013 yilinda 9 milyon kiside yeni TB olgusunun ve 1.5 milyon kiside ise
TB’ye bagh 6liimlerin gergeklestigini bildirmistir (DSO 2015).

TB o6nemli bir kiiresel saglik sorunudur. TB, diinya ¢apinda her yil milyonlarca
insan arasinda Sliimlere yol acan bir hastalik olan insan immiin yetmezlik viriisii
(HIV) yaninda yer almaktadir. 2014 yilinda tahmini olarak 9.6 milyon yeni TB
vakas1 meydana gelmistir. Bu vakalarin 5.4 milyonu erkek, 3.2 milyonu kadinlarda
ve 1 milyonu ¢ocuklar arasinda goriilmiistiir. 1.5 milyon TB o6limlerinin 1.1
milyonu HIV-negatif insanlar arasinda gergeklesirken 0.4 milyonu HIV-pozitif
insanlar arasinda goriilmiistiir (DSO 2015). TB 6liimlerinin yaklasik 890.000’i
erkek, 480.000°1 kadin ve 140.000°1 ¢ocuklardan olusmaktadir. TB o6liimlerinin
sayist kabul edilemeyecek kadar yiiksek olmustur. Zamaninda tan1 ve dogru tedavi
ile hastaliga yakalanan insanlar tedavi edilebilir. DSO 1997 yilindan bu yana her yil
kiiresel TB raporunu yayinlamistir. Bu raporlarin amaci iiye devletler tarafindan
onaylanan kiiresel, bolgesel ve iilke diizeyinde TB tan1 ve tedavisinde hastaligin

ilerleyisini gostermektir (DSO 2015).

TB hastaligma toplum dilinde birgok isim verilmistir. insanlar1 eriterek 6ldiirdiigii
icin “tiiketim hastali§1’” anlamina gelen “consumption”, 6lenlerin ¢ogu sararmis
yiizlii ya da beyaz yiizlii oldugu icin “Beyaz Oliim” veya “Beyaz Veba” (White
Death; White Plaque) ve ¢ok 6nemli bir 6liim sebebi oldugu igin de “Oliimiin
Kaptan1” (Captain of the death) bunlardan sadece birkag tanesini teskil etmektedir
(Dubos and Dubos 1952).

TB hastaligina yakalanan kisilerin saglik kuruluslarina ge¢ bagvuruda bulunmasi ya
da uygun olan tedavilere erken zamanda baglamamalar1 nedeniyle her aktif akciger
TB’li olgularin bir yilda 10-15 kisiyi enfekte edebilecegi varsayildiginda,
korunmanin ne derece 6nemli oldugu goriilmektedir (Abu-Raddad et al. 2009). TB

tanisindaki gecikmeler bu hastaliga yakalanan kisilerde, sekonder icerikli ilaglarin



direncine ve mortalitede artiglara neden olabilmektedir. Bu enfeksiyona son
vermenin en Onemli basamagi toplumdaki bulagsma riskini azaltmaktir. Bunun i¢in

gerekli olan en etkili yontem aktif asilamadir (Kog 2014).

TB tanisi i¢in diinya ¢apinda en yaygin yontem balgam yayma mikroskopisidir. Bu
yontem balgam numunelerinin mikroskop altinda incelenerek bakterilerin
goriintiilenmesidir. TB ve ilaca direngli TB tan1 ve tedavisinde son zamanlarda
gelistirilen yeni molekiiler tan1 testleri kullanimi hizla artmaktadir. Daha gelismis
laboratuvar kapasitesine sahip iilkelerde TB vakalar1 kiiltiir yontemleri tizerinden

teshis edilmektedir. Tedavi edilmez ise 6liim oran1 yiiksektir (DSO 2015).

TB hastalik olgular1 siklig1 agisindan oOlgiilebilir. Hastalifin olciilebilme sikligi,
belirli bir siire i¢inde ortaya ¢ikan yeni TB olgu sayisi olarak tanimlanabilir. Zaman
icinde belirli bir noktada ortaya ¢ikan TB vakalarinin sayist prevalans olarak
tanimlanir. Genellikle bir yil igerisinde TB sonucu 6lim sayist mortalite olarak
adlandirilir. Insidans ise belirli bir niifusta belirli bir zaman dilimi igerisinde yeni

TB olgularinin sayisini ifade eder (Sekil 1.1) (DSO 2015).

TB i¢in etkili ilag tedavileri ilk olarak 1940’larda gelistirilmistir. Tedavide en etkili
birinci basamak anti-TB ilact rifampisin 1960 yilinda kullanilabilir hale
getirilmistir. Tlaca duyarli yeni TB vakalar1 igin giiniimiizde 6nerilen tedavi birinci
basamak olan izoniazid, rifampin, etambutol, pirazinamid ilaglarinin kullanimidir.
%85 veya daha fazla bagarili olunan tedavi oranlari iiye devletler tarafindan diizenli
olarak DSO’ne bildirilmektedir. En giiclii anti-TB ilaglar1 olan izoniazid ve
rifampisin direng olarak tanimlanan cok ilaca direngli TB (CID-TB) tedavisi uzun

siire, pahal1 ve daha toksik ilaglar kullanilmasini gerektirmektedir (DSO 2015).
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Sekil 1.1 DSO Tiiberkiiloz 2015 raporu verilerine gore TB insidans, prevalans ve
mortalite grafikleri

1.2 Mycobacterium tuberculosis

Mikobakterilerin insanlik tarihinin ilk donemlerinden beri var oldugu ve hastalik
olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu biiylik bakteri ailesinin, giiniimiiziin ilerleyen
laboratuvar teknolojileriyle tanimlanmis 130°dan fazla iiyesi bulunmaktadir

(Gutierrez et al. 2005).

Bu tiirler patojen, patojen olmayan (saprofit) ve firsatc1 mikobakteriler olmak iizere
lic gruba ayrilirlar. Say1 olarak en az iiyeye sahip olan patojen mikobakteri grubu,
en Onemli mikobakteri tiiri olan M. tuberculosis’i de i¢inde barindirir.
Mycobacterium cinsi, Prokaryot aleminin, Firmicutes béliimiiniin, Actinobacteria
smifinin, Actinomycetales takimimin, Mycobacteriaceae ailesine dahil olup bu
ailedeki tek cinstir (Koksal et al. 2003).

Insanda en sik hastalik olusturan mikobakteri tiirii, tiiberkiiloz hastaligmin etkeni
olan M. tuberculosis’tir. M. tuberculosis, M. tuberculosis kompleksinin bir iiyesidir.

Bu kompleks i¢inde M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M.




pinnipedii ve M. caprae bulunurlar. DNA hibridizasyon ¢alismalar1 sonucunda bu
kompleksteki suslar arasinda yakin homoloji oldugu gosterilmistir (Gutierrez et al.
2005).

M. tuberculosis, Gram pozitif 1-4 um uzunlugunda 0.3-0.6 um eninde, ince ve
bazen hafif¢e kivrik, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz ¢omak seklinde ve zorunlu
aerobik bir bakteridir (Sekil 1.2). Tiiberkiil basilinin bazi karakteristik 6zellikleri
vardir. Bunlar yavas biliylime, dormansi, karmasik hiicre membrani hiicre igi
patogenezi ve genetik homojenliktir. M. tuberculosis biiylime siiresi sentetik ortam

veya enfekte olmus canlida ortalama 24 saattir (Cole et al. 1998).

Basil enfekte doku igerisinde suskun bir hale geger ve bu durum dormansi olarak
adlandirilmaktadir.  Dormansi  durumu  basilin  metabolik  faaliyetlerinin
durdurulmasidir. Fakat bu durumda enfeksiyon etkisi ortadan kalkmamaktadir.
Bagisiklik yaslanma veya bagisiklik baskilanmasi yolu ile azalir ve ilk
enfeksiyondan sonra dormansi durumuna gecen bakteriler herhangi bir immiin

yetmezlik durumunda yeniden aktif hale gegebilir (Sekil 1.3) (Cole et al. 1998).

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp ﬁﬁ 2 um

30.0 kv 3.0 15549x SE 74 O jhe

-

Sekil 1.2 M. tuberculosis elektron mikroskop gorintisii (http:/www.
microbiologybook.org)
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Sekil 1.3 M. tuberculosis 'te aktif ve dormant hiicre sematik gosterimi (Wayne and
Sohaskey 2001)

M. tuberculosis’te mumsu bir kilif bulunur ve bu yap1 bakteriyi konak immiin
sistem hiicrelerine kars1 direngli hale getirir. M. tuberculosis hiicre igi bir patojen
olup konagin makrofajlarina yerlesir. Burada hiicre i¢i ve lokal doku ortamini
degistirerek kaze6z nekroz ve granuloma olusturur. Cesitli mikobakteri tiirii
enfeksiyonlar1 makrofajlar icerisinde siklik AMP (cAMP) patlamasina neden olarak
hiicre i¢i sinyal iletimini etkiler (Agarwal et al. 2009). Bakteri ayrica hiicre
igerisinde hayatta kalabilmek i¢in konakta fagozom olusumunu engeller (Bell et al.

2011).

M. tuberculosis genomu (Sekil 1.4), 4,411,529 baz ¢ifti, 4 bin gen ve yaklasik
%65,6 G-C igerigine sahiptir. Kromozom halkasal yapida ve Escherichia coli
genomuyla yaklasik ayni biyiiklikktedir. M. tuberculosis’in genomu yaklagik 7
milyon bp’lik kromozomu olan M. smegmatis gibi hizli iireyen c¢evresel
mikobakteri tiirlerinden daha kisadir. Bu durum hiicre i¢i ortamdaki genetik
izolasyona ve hiicre i¢i ortamda gereksiz olan genlerin kaybina baglanmaktadir.
Genomundaki yiiksek G-C igerigini yansitacak sekilde M. tuberculosis glisin,
alanin, prolin ve arjininden zengin proteinler igerirken, A-T’den zengin kodonlarin
kodladigi lizin ve asparajin amino asitleri diisiik oranlarda bulunmaktadir. Yiiksek
G-C igerigi bakterinin aerobik yasam sekliyle iliskilidir. Buna karsin, M.
tuberculosis anaerobik ortamlara da uyum saglayabilecek metabolik potansiyele
sahiptir (Brosch et al. 2000).



M. tuberculosis

4,411,529 bp

Sekil 1.4 M. tuberculosis genom yapis1 (Cole et al. 1998).

M. tuberculosis bir¢ok antibiyotige dogal olarak direnglidir ve bu da tedaviyi zor
hale getirmektedir. Bu diren¢ esas olarak gecirgenlik bariyeri gdrevi olan son
derece hidrofobik hiicre zarindan kaynaklanmaktadir. Ancak birgok potansiyel
direng belirleyiciler genomda kodlanmustir. Bunlar; hidrolitik veya ilag¢ degistirici
enzimler Ornegin; PB-laktamazlar, bircok potansiyel disa atim sistemleri ve ATP
baglanma kaseti (ABC) tasiyicilaridir. Bu direng mekanizmalar1 hakkinda mevcut
olan bilgiler sayesinde ilaglarin daha etkili kullanimi ve yeni tedavilerin

gelistirilmesi saglanmaktadir (Cole et al. 1998).

Tiiberkiiloz basilinin hiicre duvari diger bakterilere gore ¢ok daha kalindir ve
yiiksek oranda lipid igerir. Hiicre duvarmin dis kismi mikolik asit denen, 60- 90
karbonlu, uzun ve dalli yag asitlerinden olusur. Mikolik asitler arabinogalaktan
molekiilleri araciligiyla daha i¢c kisimdaki peptidoglikan tabakasina baglanirlar.
Hiicre duvarimin i¢ kismini olusturan peptidoglikan tabakasi, tiiberkiiloz basilinin
seklini veren ana yapi olmanin yanisira, yapisal biitiinliiglin korunmasinda da

onemlidir. Distan i¢ce dogru mikolik asit, arabinogalaktan ve peptidoglikandan



olugsan bu saglam yapi, bir zirh gibi mikobakteri hiicresini ¢evreler. Bu yapinin
saglamlig1, lipoarabinomannan, mannofosfoinositid, serbest lipid ve polipeptidlerin
de katilimiyla, daha da artar. Arabinogalaktan tabakasi, mikolik asitlerle
peptidoglikan arasinda koprii gorevi goren dallanmis bir polisakkarittir (Brennan
2003). M. tuberculosis hiicre duvari (Sekil 1.5), diger bakterilerin hiicre duvari ile
karsilastirildiginda oldukca kalin ve olaganiistii bir lipofilik o6zellik tasir. M.

tuberculosis hiicre duvar {i¢ tabakadan olusmaktadir.
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Peptidoglikan

Hiicre duvar

Sekil 1.5 M. tuberculosis hiicre duvari yapist (Soulen et al. 1998).

Peptidoglikan (miirein), plazma zarmnin tlizerinde bulunan en i¢ tabakadir. Kisa
peptit zincirleri ve ¢apraz baglarla sikica baglanan uzun polisakkarit zincirlerinden
olusmustur. Hiicrenin sert yapisim1 saglar. Arabinogalaktan, peptidoglikan
tabakasinin tizerinde bulunan ikinci tabakadir. Hiicre duvart kitlesinin %35’ini
olusturur ve peptidoglikan tabakasina fosfodiester kopriileriyle baghdir.
Arabinogalaktanlarin yan zincirindeki u¢ arabinaz birimlerine mikolik asit diye
adlandirilan uzun zincirli bir grup yag asidi kovalent olarak baglanir. Mikozidler,

en dis tabakayr olusturur. Peptidoglikolipitlerden olugmustur. Hiicre duvarinda




bulunan ve duvar agirliginin %60’1n1 olusturan lipitler bu tabakada bulunur. Bu

lipitler mikolik asitleri igerir (Ullrich 2009).

Mum kivamindaki bu kalin hiicre duvari bir¢cok ilag molekiiliiniin hiicre i¢ine
girisini engelleyerek dogal bir diren¢ olusturur. M. tuberculosis’e etkili olacak
ilaclar oncelikle bu tabakadan kolayca gecebiliyor olmalidir. Bunun yanisira
lipidden zengin bu kalin hiicre duvari, mikroskobik inceleme amaciyla uygulanan
birgok boyanin hiicre igine gegisine de engel olur. Bu nedenle mikobakterilerin
boyanabilmesi amaciyla diger bakteriler icin kullanilan boyama yontemlerinden
daha farkli boyama yontemleri kullanilir (Ryll et al. 2001, Ullrich 2009). M.
tuberculosis, hiicre duvar1 yapisinda oldukga fazla lipit igermesi nedeni ile asit ve
alkole dayaniklidir. Konak hiicreleri tarafindan salinan eritici enzimlere ve

bakterisidal ilaglara kars1 direnglidir (Ullrich et al. 2009).

1.3 M. tuberculosis Viriilans Faktorleri

M. tuberculosis en basarili insan patojenleri arasinda yer almasina ragmen
patojenitesi hakkinda pek fazla bilgi bulunmamaktadir. Robert Koch tiiberkiiloz
basilinin kesfi sirasinda basilin toksin liretmedigini gostermistir. M. tuberculosis
viriilans faktorleri, proteinlerin bilinen veya tahmin edilen islevlerine gore
gruplandirilmistir (Cizelge 1.1) (Smith 2003). Aym1 zamanda M. tuberculosis’te
tanimlanan birg¢ok viriilans faktorii M. smegmatis gibi patojen olmayan mikobakteri
tirlerinde de goriilebilmektedir. Bakterinin viriilansiyla ilgili olarak, bir genin
varligi ya da yoklugundan daha cok ne kadar eksprese edildigi Onemli
olabilmektedir (Pym and Small 2006).

M. tuberculosis’in dlimciil olmasinin sebebinin basit bir cevabi ne yazik ki son
yizyildir elde edilen bilgilere ragmen bulunamamistir. M. tuberculosis’in diger
patojen bakteriler gibi hastalik nedeni olan klasik bir viriilans faktorleri yoktur.
Mortalite (6liim) ve morbiditi (hastalik) terimleri viriilans i¢in kullanilmaktadir.

Viriilans ile iligkili diger bir parametre ise, bakteriyel yiiktiir yani ilk enfeksiyondan



sonra konak canli i¢inde bulunan bakteri sayisidir. M. tuberculosis bir hiicre igi
patojeni oldugu i¢in genelde makrofaj hiicrelerini enfekte etmektedir. Bu nedenle
fagositik hiicreler M. tuberculosis ve mutantlarinin 6liimcilliigiinii analiz etmek

icin kullanilabilir (Smith 2003).

Cizelge 1.1 M. tuberculosis viriilans faktorleri (Smith 2003).

Hiicre salgis1 ve zarf islevi Kiltir filtre proteinleri, hiicre ylizey
bilesenleri
Hiicre metabolizmasi ile ilgili enzimler Lipit ve yagasidi metabolizmasi, aminoasit

ve piirin biyosentetik genleri, metal alimi,
anaerobik solunum ve oksidatif stres
proteinleri

Transkripsiyon diizenleyiciler Sigma faktdrleri, cevap diizenleyiciler, diger

transkripsiyon diizenleyiciler

1.4 OmpA (Outer membrane protein A, Dis zar proteini A)

ompA geni 981 bp olarak tanimlanmistir. Gen, 7.28 izoelektrik noktasina sahip
aminoasitlerden olusan 33.5 kDa agirliginda bir protein kodlamaktadir. ompA N-
terminal sinyal peptid ve C-terminal korunmus etki alan1 bulunmaktadir. Gozenek
olusturucu dis zar membran proteini OmpA, M. tuberculosis’te ana fagozomlarin
asit direnci i¢in gerekli hastalik olusturma faktoriidiir. OmpA iki bagimsiz alandan
olugmaktadir ve bu alanlar prolin agisindan zengindir. OmpA, yiiksek oranda suda

¢oztinmektedir (Singh and Verma 2008).

M. tuberculosis hiicre duvari son derece hidrofobik 6zelliktedir ve giiclii bir bariyer
olusturmaktadir. E. coli dis membrani ile karsilastirildiginda yaklasik 100 kat daha
az gecirgendir. ompA-TB aktivitesi pH degiskenliginden etkilenmektedir. Diisiik
pH degerlerinde ompA gecirgenliginde bir azalma oldugu goriilmiistiir. ompA-

TB’nin bu 6zel davranis1 diislik pH kosullarinda ve hafif asidik ortamda karsilasilan
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konak makrofajlarin fagozomlarina karsi M. tuberculosis’in hayatta kalabilmesi
icin faydali oldugu ileri siiriilmiistir. Ayn1 zamanda ompA-TB mikobakteriyel

tirlerin virtilans faktorlerinden birisidir (Senaratne et al. 1998).

M. tuberculosis genomik veri tabaninda, dis zar membran proteini ile homoloji
gosteren agik okuma gercevesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu gen, Gram negatif
bakterilerde bulunan porinler iceren ompA familyasina ait bir protein kodladigi
belirtilmistir. ompA-TB, 1.4-1.8 nm gozenek capina ve diisiik spesifik aktiviteye
sahip bir porin gibi davranan ve ayni zamanda aktif olarak tek kanalli iletkenlik
gosteren bir proteindir (Sekil 1.6). SDS-PAGE ile 38 kDa’luk bir molekiiler
agirhiga sahip oldugu goriilmiistiir (Ryan et al. 1998).

OmpA prolince zengin bdlge tarafindan ayrilan iki bagimsiz bélgeden olusmustur.
Karboksil ucunun ¢oziiniirlii yapis1 gram pozitif bakterilerindeki gibi diger OmpA
proteinleri ile benzerlik gostermektedir. N-terminal (73-204) ugta ise lipid ikili
tabakada kanal olusturmada etkili olan alb sandvi¢ yapr gozlemlenmistir.
OmpA’nin farklilig1 bakteri proteinlerinin fosfolipitlerle etkilesimini saglayan BON
(Bacterial OsmY and Nodulation) bagli Ortlisen iki alt birimden olusmasindan
kaynaklanmaktadir. ompATb73-204 ileri diizeyde suda ¢oziinmesine ragmen model
mebranlarda yeni kanallar1 olusturabilmektedir. ompATb73-204 minor oligomerik
icerigi ve major monomerik sekli tizerinde “A HADDOCK modeling of the NMR”
ile elde edilen veriler tip III salgr sistemi gibi fosfolipit membrana girebilmek i¢in

oligomerik halka olusturabilmektedir (Yang et al. 2011).
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Sekil 1.6 Mycobacterium hiicre duvarinda OmpA proteinin goriinimii (Forrellad et
al. 2013)

15 As1

Canli veya Olii antijenik mikroorganizmalari, bakteri toksinlerini, toksoidleri,
bakteri ve viriislerin belirli bolgelerinden alinmis antijenik materyalleri igeren,
uygulandiklar1 organizmada belirli bir enfeksiyon veya intoksikasyon etkenine karsi

bagisiklik saglayan biyolojik maddelere as1 denir (Klegerman and Groves 1992).

Asilar bulasict hastaliklar buna bagl sakatlik ve Oliimlerin azaltilmas: ve en
Oonemlisi uzun vadede hastalik etmeninin ortadan kaldirilmas: agisindan insan ve
toplum sagligin1 korumada vazgegilmez bir 6neme sahiptir (Calis et al. 2001). Yeni
as1 gelistirme hedefi; yeni as1 antijenlerinin ve terapdtik antikor/antiserumlarin
gelistirilmesi, mevcut olanlarin  iretim  teknolojilerinin  iyilestirilmesi,
immiinojenitesi  yeterli bir prototip ve formiilasyonunun olusturulmasi
hedeflenmektedir. Oncelikli olarak iilkenin yada bolgenin ihtiytaglarina gore
hazirlanmalidir. Bunun yam sira bir asida bulunmasi gereken ozellikler; etkin ,
stabil, ucuz , giivenli ve erisilebilir olmasidir. A1 uygulama yollari; intramuskuler,

intravendz, intradermal, subkutan, intranazal ve oraldir (Nicolas and Guy 2008).

Ast gelistirmede adjuvanlarin 6nemli bir rolii vardir. Adjuvan, antijenlerle fiziksel
veya kimyasal baglant1 yoluyla bagisiklik tepkilerini arttiran yardimci bir maddedir.
Ozellikle adjuvanlar, as1 icerisindeki antijenlere karsi spesifik bagisiklik

tepkilerinin artirllmasina yardimer olur (Kuroda et al. 2013). Son zamanlarda,
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yiizlerce malzeme adjuvan olarak denenmistir. Bakteriyel metabolitler, bagisiklik
uyarict madde igeren mineral yag/yiizey aktif madde, mikropartikiil, niikleik asit,
lipozom ve polisakkarit bunlardan bazilaridir, ancak yalnizca aliiminyum esash
adjuvanlar kiiresel bazda yaygin olarak kullanilmaya devam edilmektedir (He et al.
2015). Aliiminyum adjuvanlart hiicresel immiin yanitin olusmasinda yetersiz
kalmaktadir. Bagisiklik yanit1 olusturulmasi gereken ve diinyadaki en 6nemli 6lim
nedenleri olarak kabul edilen HIV (Insan bagisiklik yetmezlik viriisii), tiiberkiiloz
ve sitma asilarinda kullanilamamaktadir (Aguilar and Rodriguez 2007). Alt {inite
tiiberkiiloz as1 calismalarinda, koruyucu bir bagisiklik yaniti i¢in giiglii bir adjuvan
kullanilmasi gerekmektedir. Tiiberkiiloza kars1 direngte Th1 tipi hiicresel bagisiklik,
ozellikle de interferon gamma (IFN-y) ve interlokin 12 (IL-12) sitokinleri biiyiik
oneme sahiptirler (da Costa et al. 2014). Modern asilarda kullanilan saf
rekombinant veya sentetik antijenlerle ilgili en 6nemli sorun, genelde geleneksel
veya inaktif agilara gore ¢ok daha az immiinojenik olmasidir. Bu nedenle, insan
asilarinda gelistirilmis ve daha giiclii adjuvanlara biiyiik bir ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ozellikle, hiicresel (Thl) bagisikhig uyarabilen, giivenli ve toksik olmayan
adjuvanlara yonelik talep vardir (Petrovsky and Aguilar 2004)

As tipleri

Gilniimiizde kullanilan asilarin  hemen hemen hepsi bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara karsidir. 3 tip as1 vardir; zayiflatilmis mikroorganizma (canl),

inaktive edilmis mikroorganizmalar ve alt {inite asilar (Ada 2003).

Klasik agilar baslica organizma asilari ve alt iinite asilar1 olarak iki ana grup halinde
boliinebilir. Bu, bakteriyel ve viral asilar i¢in de gecerlidir. Kullanimda olan birgok
bakteriyel asilar, bakteriyel bilesenler ve alt birimlerine dayal1 olabilir. Ancak viral
asilarda tiim organizma canli zayiflatilmis veya inaktive edilerek as1 olarak
kullanilmaktadir. Baz1 durumlarda alt {inite viral asilar klasik asilar arasinda yer

almaktadir (Beigel et al. 2009).
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Canh asilar

Baz1 canli bakteriyel asilar, insan asilarinin en basarilist olarak kabul edilmistir.
Canli asilar bir ya da iki uygulama ile uzun siire bagisiklik kazandirir. Hastaliga
neden olan mikroorganizma 6zel laboratuvar kosullarinda iiretilerek viriilansini
veya hastaliga neden olan 6zelliklerini kaybeder. Bu tip asilarin en 6nemli avantaji
hem hiimoral, hem de hiicresel bagisik yanit olusturduklari i¢in genellikle tek doz

olarak uygulanip giiglendirme dozu gerektirmemeleridir (Abbas et al. 2003).

Bu tiir asilar gelistirmek icin dort genel yaklasim kullanilmustir; Oncii bir yaklagim
olarak Edvard Jenner, insanlarda as1 olarak dogal bir konak¢1 patojen kullanmaigstir.
Yaygin olarak kullanilan yabanil tip mikroorganizmalar insanlarda bagisiklik ve
uzun silire kalicilik saglamak i¢in doku kiiltiirlerinde ya da hayvan konaklarda
pasajlanir. Salginlar sirasinda diisiik viriilans suslar1 izole edilmistir. Olumsuz
kosullarda, ¢ok diisilk ve 37°C’nin ustiindeki sicakliklarda biiyiiyen mutantlar
secilmistir. Influenza viriisiiniin soguya uyarlanmis suslar1 25°C’de biiyiitiilmiistiir
ve viral genlerin mutasyona ugradigi goriilmiistiir. Bu tiir suslarin klinik ¢aligmalar1

1960’lardan beri var olmasina ragmen insan igin kullanimlar1 mevcut degildir (Ada

2003).

19. yiizyilin son ¢eyreginden itibaren, veba, tifiis, kolera, difteri ve tiiberkiiloz gibi
ciddi hastaliklarin etkeni olan bakteriler ortaya ¢ikmistir. Bu bakteri kiiltiirlerinin
elde edilmesi bakteriyel asilarin gelistirilmesine yol agmistir. Viral asilarda oldugu
gibi, ilk bakteriyel asilarda zayiflatilmis canli asilar gelistirilerek elde edilmistir.
Pasteur, eski Pasteurella pestis kiiltiirlerini kullanarak inek, kegi ve koyun
sarbonlarma kars1 basili 1sitarak (42-43°C) ilk veteriner as1 uygulamasini

gerceklestirmistir (Arnon 2011).

Canli zayiflatilmis asilar en genis ve farkli bagisiklik cevaplarini tetikleme
potansiyeline sahiptir. Bu bagisiklik yanitla bir sonraki enfeksiyona kars1 korumada

bunu kontrol etmekte ve temizlemede etkin olabilir (Ada 2003).
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Inaktive asilar

Pek ¢ok inaktive as1 etkinligi degisen bakteri temellidir. Zayiflatilmis canli agilara
gore bu asilar onemli Olgiide yiiksek dozlar halinde ve daha sik uygulama
gerektirmektedir. Bakteriyel asilar, genellikle hastaligi 6nlemekte etkilidir. Bu tiir
asilar diisiik etkili, inaktive edilmis patojenleri igermektedir (Ada 2003).

Hastaliga neden olan mikroorganizmanin kimyasal yolla veya 1s1 ile tamamen
inaktive edilmesi yoluyla tretilirler. Bu asilar stabil ve giivenilirdir, hastaliga neden
olabilecek bir forma doniisemezler. Canli asilara nazaran dolasimdaki antikorlarla
cok daha az etkilesime girdikleri i¢in genellikle hiimoral bagisiklik yanit
olustururlar (Beyazova and Aktas 2007).

Inaktif hale getirilmis asilar genellikle arzu edilen bagisiklik tepkilerini indiikler
fakat T hiicresi tepkisi olusturmaz. Birgok viriis, bakteri ve parazit tarafindan
olusturulan hiicre i¢i enfeksiyonlar1 temizlemek amaciyla 6nemli bir bagisiklik

tepkisi verdigi ortaya koyulmustur (Ada 2003).

Alt birim asilar

Yeni nesil asilarin asil geregi, mikroorganizmalara kars1 hem hiicre i¢i hem hiicre
dis1 enfeksiyonlar1 Onleyecek sekilde antikor olusturmasidir. Bu tiir antikorlar
tarafindan tanian bir ya da birka¢ epitop mikroorganizma yilizeyinde bulunan
protein ya da karbonhidratlarda mevcuttur. Bu tiir bilesenlerin izole edilmesi ilk
viral ve bakteriyel alt {inite asilarin olusturulmasinda temel olmustur. Viral
influenza ve hepatit B agilarinda mikroorganizmanin yiizey antijenleri
kullanilmistir. Bakteriyel asilarda ise kapsiillii bakterilerin farkli polisakkarit bazl

bilesenleri as1 olarak kullanilmistir (Arnon 2011).
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Alt birim agilarda bagisiklik biiyiik 6lgiide arttirilmistir. Ozellikle bebekler icin
protein tasiyicisina karbonhidrat birlestirmek suretiyle immiinoglobin {iretimi i¢in T
hiicrelerinin bagisikliga katilimi saglanmistir. Genetik miihendisligi ile yapilan as1
doneminde antijen kodlayan genlerin maya hiicrelerine transferi ile onemli bir
ilerleme meydana gelmistir. Alt birim asilar yetigkinlerde bagigiklik yanitini

%17’ye kadar artirmigtir (Ada 2003).

Mikroorganizmalardan  ayristirilmis  antijenik  maddeler, parcalar veya
mikroorganizmalarin iirettigi toksinlerin laboratuvar kosullarinda inaktive edilmesi
ile olusturulan toksoidler kullanilarak iretilmis toksoid agilar bu grupta yer
almaktadir. Toksoid asilar mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve zararli olan
toksinin inaktive edilmesiyle olusturulan asilardir. Toksoid antitoksik antikorlarin
yapimini harekete gecirirler. Bu grupta yer alan polisakkarit asilar B lenfosidik
yanit olusturmak i¢in pek de giiglii antijenik yapilar degildir. Ancak, viicuttan kolay
atilamadiklar1 ve lenfoid dokularda uzun siire kaldiklari i¢in uzun siire tekrarlayan
spesifik B lenfosit yaniti olustururlar. Alt birim asilar rekombinant olarak da

tiretilebilirler (Abbas et al. 2003).

Alt {inite asilar da inaktive edilmis asilar gibi hiicre aracili bagisiklik elde edilmesi
daha zordur. Daha 1yi bir immiin yanit i¢in antijenin daha uzun siireli salinmasini

saglayan bir yardimci1 madde (adjuvan) gerektirir (Okay 2011).

Rekombinant asilar, biyolojinin diger alanlarina benzer sekilde asilama konusunda
rekombinant DNA yaklagimlar1 yeni bir uygulama getirmistir. Rekombinant DNA
teknolojisi antijenlerin belirlenmesinde ve izole edilmesinde kullanilabilir. Bu
nedenle, bir organizmanin tiim antijenlerinin veya bir kisminin ekspresyonu ve
klonlanmas1 miimkiin hale gelmistir. Boylece as1 gelistirme ile ilgili baz1 sorunlar
asilmis olmaktadir. Birinci olarak yerli materyal elde edilmesi ile ilgili sorunlar
asilabilir. Geleneksel teknolojiler kullanilarak antijenlerin  saf formu ve
degerlendirme testleri ile birlikte antijenin yeterli miktarda elde edilmesi oldukca

zor olmustur. Ikinci olarak, rekombinant teknolojiler daha verimli bir sunum ve
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bagisiklik elde etmek icin istenilen bir vektdr ile belirli bir antijenin ekspresyonunu
kolaylastirmistir. Uciincii olarak, bu teknolojiler pratik bir as1 gelisimi i¢in istenen
antijenin biiyiik Ol¢iide elde edilmesini saglamistir. Bundan bagka rekombinant
DNA teknikleri ile patojenik organizmalarla daha giivenli ¢alismalar yapilmistir
(Beyer et al. 2002).

Alt {inite asilarin {iretimi igin bazi proteinler daha az etkiye sahip ¢ok zahmetli ve
maliyet artisina sebep olan geleneksel saflastirma yontemleri kullanilarak
hazirlanmistir. Rekombinant DNA teknolojisi in-vitro biiylimesi zor olan patojenler
icin kompleks bilesenlerin yeterli miktarda saflastirilmasi igin as1 gelisimini yliksek
derecede kolaylastirmistir. Antijeni kodlayan gen, bir vektor lizerinde klonlanmis
ve E.coli gibi bir bakteri konakgiya sokulur. Rekombinant mikroorganizmalar
laboratuar ortaminda biiyiik Olg¢iide kiiltiirlenir ve istenen protein ekspresyonu,
IPTG indiiksiyonu gibi farkli yontemler kullanilarak olusturulmaktadir. Tlgili
protein ile birlikte rekombinant organizmanin diger proteinleri de izole edilebilir.
Ancak konak organizma stabilitesini veya korunabilirliligini kaybedebilir ve bu da

proteinin ti¢ boyutlu yapisini degistirebilir (Okay 2011).

BCG asis1

Calmette ve Guerin (Sekil 1.7) insana zararsiz ancak onu TB’ye karsi asilayip
koruyabilen bir as1 haline getirmis oldugu mikroba BCG asist ismini uygun
bulmustur (Kog¢ 2014). BCG asis1 insan soyunda kullanilan canlihigi azaltilmig ilk
asidir. M. bovis susunun patates, gliserin ve sigir safrasi iceren besi yerinde ¢ok
defa pasajlanarak virulans 06zelligini kaybettigi belirlenmistir. BCG’nin ilk
kullaninmi Fransa’da c¢ocuklara agiz yoluyla immiinite saglamak amaciyla

uygulanmstir (Kog 2014).
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Albert Calmette Camille Guerin
{(1863-1933) (1872-1961)

Sekil 1.7 BCG asisin1 kesfeden bilim adamlari (http://www.drbrianstork.com)

BCG agisi, virulan basilinin meydana getirmis oldugu enfeksiyona benzer sekilde
olup, T lenfositlerini ve makrofajlar1 aktif hale getirerek TB’ye karsi savunmada
bagisiklik yanit mekanizmasimi gelistirmektedir. BCG agisinin ilk defa kullanilan
M. bovis susundan iiretilmis olan Pasteur kokeni kaynak kokenidir. Bu asinin
tiretilen kiiltiirlere ve tekniklere gore bagisiklik yaniti degisiklikler gostermektedir
(Smith 2003). Baz1 BCG kaynaklari giiglii (Pasteur 1173P2) baz1t BCG kaynaklari
zayif (Glaxo 1077) olarak adlandirilmigtir. Giglii olanin immiin yaniti daha
kuvvetli ve daha gii¢lii bir gecikmis tip hipersensivite gostermekle birlikte daha iyi

koruma saglamaktadir (Stenger et al. 1998).

BCG asist insanlar da %80 araliginda etkinlik gdstermektedir. Asinin en 6nemli
faydasi, ¢ocuklarda TB menenjit ve yaygin hastaliga karsi %75-86 koruyucu
etkisinin olmasidir. Bu koruyuculuk, asilanan kiginin bagisiklik durumu, genetigi,
beslenmesi, asilama yapilmadan 6nce mikobakteriler ile enfekte olup olmamasina

ve agida kullanilan BCG susunun giigliiliigiine baghdir (Brewer and Colditz 1995).

TB’den korunmada BCG asilama tiim diinyada kabul goérmiistir fakat
koruyuculugunun diisiik seviyede oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle BCG yerine
gecebilecek as1 calismalari; ¢ocuklarda siddetli TB riskini azaltmali, diinya

genelinde en yaygin sekilde olan yetiskin akciger TB’ye kars1 degisken korumayi
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diizeltmeli ve HIV pozitif cocuk hastalarda BCG’ nin genis yelpazeli olan hastalik
riskini azaltmalidir (Da Costa et al. 2014). Yeni as1 calismalar1 degerlendirilecek
olursak, genetik olarak modifiye olan BCG, proteinlerin antijenlerine karsi
rekombinant subunit asilar, mukozal asilar, konjuge karbonhidrat asilar ve bunun
yani sira tedavi amacgh asilar olarak literatiirlerde goriilmektedir (Junqueira-Kipnis
et al. 2014).

Yeni TB asis1 gelistirme calismalarinda hali hazirda var olan BCG’yi iyilestirmek
ya da BCG yerine birka¢ alternatif gelistirilmistir. Bu asilardan biri 6zgiil ve
giivenli oldugu varsayilan alt birim protein asilaridir. Bu agilarin gelistirilmesi i¢in
yapilan calismalarin ¢ok onemli oldugu bildirilmektedir. Bu asilar uygun olan
bagisiklik gelistirebilmeleri i¢in secici bagisiklik epitoplarina sahip olmalidirlar
(Soares et al. 2013).

Subunit protein asilar, canli ya da inaktive edilmis mikroorganizmalardan olusan
asilar ile beraber kiyaslandiginda tam anlamiyla bir immiin yanmiti aktif hale
getiremezler. Bundan dolay1 as1 formulasyonuna adjuvanlar eklenmesi tavsiye
edilmektedir. Arastirmacilar, bagisiklik tepkisini daha giiclii hale getirmek i¢in bu
etkiye sahip interlokinler, lipoprotein, lipit ve bagisiklig aktif hale getiren peptitler
gibi molekiillerle beraber asilarin bagisiklik epitoplarini kaynastirarak asilarin
gicliiliigiinii  degerlendirmislerdir. Adjuvan molekiillerle subunit proteinlerin
fizyon asilart kendi basina ya da canli vektorlerle beraber giligliiligi
arastirilmaktadir. Smurh 6lgtideki ¢alismalara karsin, M. tuberculosis epitoplari ile
adjuvanlarin  molekiiler fiizyonu, yeni as1 gelistirmede Onemli bir alandir
(Junqueira-Kipnis et al. 2014).

Yakin zamandaki ¢aligmalarda, rekombinant fiizyon proteini ve saglanan

korunmanin BCG ile benzer oldugu raporlarda belirtilmistir (Soares et al. 2013)
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2.  MATERYAL VE YONTEM

2.1 Bakteri ve Plazmitler

Tez kapsaminda kullanilan Mycobacterium tuberculosis izolati, Tiirkiye'deki bir
hastadan Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Saym Prof. Dr.
Siiheyla Siiriictioglu tarafindan temin edildi ve genetik olarak (GeneXpert)
GenoType MTBC (Hain Lifescience, Almanya) ve 16S rRNA analizleriyle
tanmimlandi. Deneylerde kullanilan plazmitler Cizelge2.1’de, bakteri suslar1 Cizelge

2.2’de verildi. Plazmit vektorleri ve biiyiikliik belirtegleri Ek A’da sunuldu.

Cizelge 2.1 Klonlama ve ekspresyonda kullanilan plazmitler

Plazmit Biiytiklik Marker Kaynak

pET-28a (+) 5.3kb kan (Kan') Novagen, Merck
(Almanya)

pGEM"-T Easy 3.0 kb amp (Amp") Promega Inc.
(Madison, WI)

Biiyiitme ve saklama kosullar:

M. tuberculosis biiylimesi i¢in Lowenstein-Jensen Medium Slant BBL™ besiyeri,
Escherichia coli BL21 ve E. coli DH5a suslarinin biiyiimesi i¢in Luria Broth (LB,
Ek B) sivi besiyeri ve saklanmasi i¢in Luria Agar (LA, Ek B) kati besiyeri
kullanild1. Biiyiitiilen kiiltiirler +4°C’de saklanarak aylik alt kiiltiirler yapildi. LB’de
blyiitilen kiiltiirler %50 gliserol i¢inde uzun siireli saklanmasi i¢cin —80°C’de
depolandi. LB ve LA besiyerlerine gerekli olan uygun antibiyotikler ampisilin 100

pg/ml, kanamisin 30 pg/ml konsantrasyonda kullanildi.
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Cizelge 2.2 Kullanilan bakteri suslariin 6zellikleri

Bakteri susu Ozellik Kaynak
M. tuberculosis 14/1649 TB hasta izolati Prof. Dr. Siiheyla
Siirticiioglu

E. coli DH5a F-080lacZAMI5A (lacZYA- | Amerikan tip
argF) U169 recAl endAl
hsdR17 Kiiltiir koleksiyonu

E. coli BL21 fhuA2 [lon] ompT gal [dcm] | Novagen, Merck (Almanya)
AhsdS

2.2 Primer Dizaym

PZR’de

kullanilacak primerler NCBI (Natural Center for Biotechnology

Information) Gen Bankasi’ndaki diziler kullanilarak Primer 3 ve BLAST

programlart araciligi ile belirlendi (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 PZR’de kullanilan primer 6zellikleri

Gen ad1 Primer | Niikleotid dizisi Gen GC Tm
adi uzunlugu | icerigi

OmpA OmpAF | 5’-ggatccgtggcttctaaggcggg-3’ 981 bp %63,6 | 62,6°C

ompA ompAR | 5’-agatctttagttgaccacgatctcg-3’ 981 bp %44,0 | 54,9°C

16S-rRNA | 16SF 5’-agagtttgatcatggctcag-3’ 1300 bp %45,0 | 46,4°C

16S-rRNA | 16SR 5’-ggttaccttgttacgactt-3° 1300 bp %42,1 | 40,7°C
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2.3 Mycobacterium tuberculosis Genomik DNA’sinin Saflastirilmasi

M. tuberculosis genomik DNA’s1 Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA
Purification Kit ile saflastirildi. Baslamadan 6nce, Gram-pozitif bakteri lizis buffer
hazirlandi. 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 2 mM EDTA, %1.2 Triton X-100 ve
kullanimdan hemen 6nce 20 mg/mL lizozim eklendi. 2x10° CFU/mL’ye kadar
biiyiitilen bakteri kiiltiri 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerinde 10 dakika
5000xg.’de santrifiij edildi. Ustteki siv1 faz atildi. Pellet iizerine 180 pL manuel
olarak hazirlanan Gram-pozitif bakteri lizis buffer eklendi. 30 dakika 37°C’de
inkiibe edildi. Ardindan 200 pL Lysis Solution ve 20 pL Proteinase K eklendi.
Homojen bir siispansiyon elde etmek icin vortekslendi. 56°C’de calkalamali su
banyosu ya da sallanan platformlu termomikser kullanilarak hiicreler pargalanana
kadar yaklasik 30 dakika inkiibe edildi. 20 pL. RNase A Solution eklendi ve 10
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 400 pL %50 etanol eklenerek
vortekslendi. Hazirlanmis lizat GeneJET Genomic DNA Purification Column
toplama tiipiine transfer edildi. 1 dakika 6000xg.’de santriflij edildi. Sivi kismu
iceren toplama tlipli atildi ve kolon yeni bir 2 mL toplama tiipline yerlestirildi.
Ardindan 500 pL. Wash Buffer 1 (etanol eklenmis) eklendi. 1 dakika 8000xg.’de
santrifiij edildi. Siv1 faz atililarak kolon toplama tiipiine geri yerlestirildi. Tekrar
500 uL Wash Buffer 2 (etanol eklenmis) purifikasyon kolonuna eklenmdi. 3 dakika
yiiksek hizda (12000xg.) santrifiij edildi. Toplama tiipti atilmis ve kolon yeni steril
1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. 100 pL Elution Buffer kolon membraninin
merkezine eklendi, 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1 dakika
8000xg.’de santrifiij edildi. Purifikasyon kolonu atilmis ve saflastirilmis DNA

kullanilmak tizere -20°C deposuna kaldirildu.

Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez islemi Thermo Scientific EC 300 XL giic kaynagi ve Thermo
Scientific OWL EasyCast B2 jel tankinda yatay olarak gercgeklestirildi. Biomax
Prona Agarose’dan 0.8 g tartildi ve iizerine 100 mL 1X TAE (Tris, Asetik asit,
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Edta, Ek C) buffer eklendi. DNA &rneklerini jele yiiklemek i¢in Thermo Scientific
6X DNA Loading Dye, DNA bantlarinin molekiiler agirliklarini belirlemek igin
Thermo Scientific GeneRuler 50 bp DNA Ladder (0.5 pg/uL, Ek A) kullanildi. 15
uL genomik DNA o6rnegine 3 uL 6X LD eklendi. Yiikleme isleminden 6nce jelin
yiizeyini tamamen kapatacak sekilde 1X TAE tamponu eklendi. Marker hacmi ise
10 pL olarak ayarlandi. Yiikleme iglemi tamamlandiktan sonra 60 dakika 90 Volt
elektrik akimi verilerek yiiriitiildii. Yiiriitme isleminden sonra jel etidyum bromiir
¢ozeltisi (0,5 ng/mL, TAE tamponu) ile boyandi. DNA bantlar1 Vilber Lourmat UV

lambast ile goriintiilendi.

2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR karisimi, 10 X Taq buffer (Fermantas), 25 mM MgCl, (Fermantas), 10 mM
dNTP mix (Fermantas), 0,4 mM ileri ve geri primer, 1 U/uL. Taq DNA polimeraz
(Fermantas) ve 10 ng kalip DNA ile hazirlandi. Karigimin toplam hacmi dH,0 ile
50 uL’ye tamamlandi. Primerler kullanimdan 6nce seyreltildi. PZR igerik miktarlar
Cizelge 2.4’te, PZR dongiileri Cizelge 2.5°da gosterildi. PZR sonrasinda iiriinler
%1’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Cizelge 2.4 PZR’de kullanilan igerik miktarlart

PZR igerigi Miktar
Kalip DNA 1 puL
F-R primer 1-1 uL
MgCl, S5uL
Taq buffer 5uL
dNTP 1uL
Taq DNA polimeraz 1ulL
dH,0O 35 ulL
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Cizelge 2.5 PZR program ayarlari

Asama

ompA

16S rRNA

Baslangic denatiirasyonu

94°C-10 dakika

94°C-10 dakika

Denatiirasyon 94°C-1 dakika 94°C-1 dakika

Primer baglanma 52°C-30 saniye 43°C-30 saniye 35 dongi
Uzama 72°C-1 dakika 72°C-1 dakika

Son uzama 72°C-10 dakika | 72°C-10 dakika

2.5 Jel Ekstraksiyon

Istenen PZR iiriinii bantlar1 jelden Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit
ile ekstrakte edildi. Temiz bir bistiiri yardimiyla ilgili DNA band1 jelden kesilerek
tartildi. Jel kesitine 1:1 oraninda Binding buffer eklendi. Jel tamamen ¢6ziinene
kadar 50-60°C’de 1sitildi. GeneJET Purifikasyon kolonuna ¢oziindiiriilerek jel
¢ozeltisi eklendi. Maksimum 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve siv1 faz
atildi. Purifikasyon kolonuna 700 pL Wash buffer eklendi ve 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Wash buffer’dan kurtulmak icin purifikasyon kolonu bos
olarak 1 dakika santrifiij edildi. Kolon yeni steril 1,5 mL ependorf tiipline alindi.
Kolonun merkezine 50 pL Elution buffer eklenmis ve 1 dakika bekletilmistir.
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Saflastirilan DNA -20°C’de saklandi. Jel
ekstraksiyon islemi bittikten sonra iirtinler %0,8’lik agaroz jelde 90 voltta 60 dakika
yuriitiildi.

2.6 PGEM-T Ligasyon Reaksiyonlari

PGEM-T Easy (Promega) vektore PZR f{irlinlerinin baglanmast i¢in 5 pL 2X
Ligasyon buffer, 1 uL pGEM-T Easy vektor, 3 uL PZR iiriinii ve 1 pL T4 DNA
ligaz ile +4°C’de bir gece (o/n) inkiibasyonda ligasyon yapildi. pGEM-T’ye

klonlanan genin Sanger dizileme islemi BGI Europe sirketinde yaptirildi.
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2.7 pPET28-a (+) Ligasyon Reaksiyonlari

Ligasyonda kullanilmak tizere pET28-a(+) vektdr hazirlandi. ompA geni BamHI
restriksiyon enzimi ile kesildi ardindan pET28-a vektori kullanildi. Vektor kesimi
icin bir gece oOnceden ekimi yapilan E. coli pET28-a kiiltiiriinden plazmid
izolasyonu yapildi. Izolasyon sonras1 17 pL pET28-a plazmit, 2 uL BamHI buffer,
1 pL BamHI restriksiyon enzimi ile kesim yapilarak 37°C’de 90 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kesimler agaroz jele yiiklenerek 90V ta
90 dakika yiiriitiildii. Jel sonucunda jel ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon {irtinleri
ligasyonda vektor olarak kullanildi. Ligasyon reaksiyonu i¢in 13 pL insert, 3 uL
pET-BamHI vektér, 1 uL T4 ligaz buffer (Promega), 1 uL T4 ligaz (Promega)
kullanildi. Ilk olarak vektor ve insert karistirild: daha sonra 65°C’de su banyosunda
5 dakika bekletildi. 5 dakika sonunda buza alinan karisim 10X T4 ligaz buffer ve 5
U/uL T4 ligaz eklenerek 16°C’de 16 saat inkiibe edildi. Ligasyon iiriinleri ve E.
coli DH5a kompetan hiicreleri ile transformasyon yapildi. 30 pg/mL kanamisin

iceren agar besiyerinde 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

2.8 E. coli DH5a Hiicrelerine Transformasyon

Transformasyon icin ilk olarak kompetan hiicre hazirlandi. Bakteri kiiltiirii Luria
Broth (LB) besiyerine ekilerek bir gece (o/n) 37°C ‘de biiyiitiilen E.coli DH5a
susudur. 200 mL steril LB besiyerine inkiibe edilen bakteri kiiltliriiniin ekimi
yapildi. ODgoo 0,4-0,6’ya ulagana kadar 37°C’de 160 rpm’de c¢alkalayici
inkiibatorde kiiltiir biyiitiildii. Kiiltiiriin ODggg degeri 0,4-0,6’ya ulastigi zaman 10
dakika buzda bekletildi. Kiiltiir steril falkon tiiplere aktarildi ve 3500 rpm’de 5
dakika +4°C’de santrifiij edildi. Santriflij sonunda siipernatant atildi. Pellet {izerine
20 mL Buffer 1 (Ek C) eklendi. Tekrar 3500 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda siipernatant atild1 ve pellet iizerine 8 mL Buffer 2 (Ek C)
eklendi. Buz igerisinde pellet ¢ozilindiiriildii. Bu sekilde hazirlanan kompetan

hiicreler -80°C’de saklandi.
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-80°C’de bekletilen kompetan hiicreler buz iizerinde 15 dakika ¢6ziinmesi igin
bekletildi. 10 pL ligasyon tirlinii 100 pL kompetan hiicre igine eklendi ve hafif bir
sekilde pipetaj yapildi. Hiicre ve ligasyon iiriin karistmi 30 dakika boyunca buz
tizerinde inkiibe edildi. Buz iizerinde inkiibasyonu tamamlanan hiicreler su
banyosunda 42°C’de 90 saniye 1s1 sokuna maruz birakildi. Ist sokunun ardindan
hiicreler hizlica buz iizerine alinarak 5 dakika bekletildi. 5 dakika sonunda herhangi
bir antibiyotik icermeyen 500 uL LB besiyeri eklendi. Karisim 37°C’de 100 rpm’de
calkayaci inkiibatérde 80 dakika inkiibasyona birakildi. Hiicreler 6000 rpm’de 5
dakika santrifiije tabi tutularak 100 pL iginde bakteri pelleti ¢oziindiiriildii.
Transforme edilen hiicreler uygun bir antibiyotik (100 pg/mL ampisilin) igeren
secici besiyerine ekildi. Mavi-beyaz koloni se¢imi i¢in 80 mg/mL X-gal (Ek C), 0,5
mM IPTG (Ek C) ile LB agar ylizeyi kaplandi. Ekimler 37°C’de bir gece inkiibe
edildi.

2.9 Mavi-Beyaz Koloni Se¢imi

X-gal ve IPTG yayilan agar {izerinde mavi-beyaz koloni olusumlari gbzlemlendi.
Ilgili geni tastyan plazmitler bakteri tarafindan sentezlenerek beyaz koloni
olusumlart gézlemlendi. Beyaz koloniler dikkatli bir sekilde segilerek yeni X-gal,
IPTG yayillan LA+amp besiyerine ¢izim ekimi yapildi. Bir gece (o/n) 37°C’de

inkiibasyona birakild.

2.10  Plazmit izolasyonu

E. coli plazmit DNA izolasyonu i¢in Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep
Kit kullanildi. Bakteri kiilttirii 100 pg/mL ampisilin i¢ceren LB besiyerinde bir gece
37°C’de biyiitiildii. 5 mL bakteri kiiltiiri 1,5 mL’lik ependorf tiiplerde 12000
rpm’de 1 dakika ¢oktiiriildii. Pellet tizerine 250 pL Resuspension Solution eklendi
ve pellet kalintis1 kalmayana kadar pipetleme yapildi. Karisima 250 pL Lysis
Solution eklenerek tiipler 4-6 kez ters g¢evrilerek karistirildi. Karigima 350 pL

Neutralization Solution eklendi. Tiipler beyaz bir ¢okelti olusumu gézlemlenene
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kadar 4-6 kez karigtirildi. Hiicre lizati 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve
santrifiij sonunda sivi faz GeneJET spin kolona alindi. 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Kolona iki seferde 500 uL Wash Solution eklendi ve 12000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildi. Steril ependorf tiipiine kolon aktarildi. Kolonun merkezine
50 puL Elution Buffer eklendi. 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve plazmit
DNA -20°C’de saklandi. Son asama olarak izole edilen plazmit DNA’larinin agaroz
jel elektroforezinde 90 dakika ve 90V’de yiiritildi ve etidyum bromiir ile

boyanarak UV lambasi altinda goriintiilendi.

2.11  Manuel Plazmit izolasyonu

Transformasyon sonucu olusan koloniler LA+ kan besiyerinde bir gece onceden
cizim ekim yapilarak biiyiitiildii. Bakteri hiicreleri steril ortamda pipet ucu ile
kaziyarak alindi. Daha sonra steril ependorf tiipe konuldu. Tiiplere 100 puL soguk
STE buffer (Ek C) eklenerek hiicreler ¢oziinene kadar vortekslendi. Buz iizerinde
20 dakika bekletildikten sonra 60 pL lizis buffer (Ek C) eklendi ve karigimin
homojen dagilimini saglamak icin tekrar vortekslendi. Ardindan steril ependorf
tiipler 10 dakika beklemeye birakildi. Son olarak 70°C’de su banyosunda 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siv1 fazdan 20 pL

aliarak agaroz jel elektroforezinde yirtitiildii.

2.12 Restriksiyon Enzim Kesimi

Plazmit izolasyonu yapilan 6rneklerin dogrulanmasi i¢in restriksiyon enzim kesimi
yapildi. Enzim kesimi 6 pL plazmit DNA, 4 uL 10X Tango Buffer, 1 pL BamHI-
Bglll ve 8 uL dH,0 ile yapildi. Karisim 1-2 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
Ornekler %0,8’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Bu islemlerin ardindan jel ekstraksiyon

yapild.
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2.13 E. coli BL21 Hiicrelerine Transformasyon

Olusturulan rekombinant plazmit kompetan hale getirildi. E. coli-BL21 susuna 1s1
soku ile aktarildi. Rekombinant koloniler kanamisin direncine gore segildi. -
80°C’de bekletilen kompetan hiicreler buz tlizerinde 15 dakika bekletildi ardindan 1
uL istenilen geni tasiyan rekombinant plazmit 100 pL kompetan hiicre igerisine
eklendi. 30 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyonu tamamlanan
hiicreler su banyosunda 42°C’de 90 saniye 1s1 sokuna ugratildi. Is1 sokunun
ardindan hiicreler hizlica buz iizerine alinarak 5 dakika bekletildi. Siirenin sonunda
herhangi bir antibiyotik igcermeyen LB besiyeri ekleme islemi yapilan karigim
37°C’de 100 rpm’de c¢alkayaci inkiibatorde 80 dakika inkiibasyona birakildi. 80
dakika sonunda hiicreler 6000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
bakteri ¢Okeltisi ¢oziindiiriildii. Hiicre ¢ozeltisi 30 ug/mL kan igeren LB agar
besiyerine yayilarak ekimi yapildi. 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

Bir gece inkiibasyon sonunda olusan kolonilerden tek koloni secilerek 30 pg/mL
kan igeren LB agar besiyerine ¢izim ekimi yapildi. Cizim ekimler bir gece 37°C’de
inkiibe edildi. Cizim ekimlerden manuel plazmit izolasyonu yapildi. Plazmit

izolasyonlar1 agaroz jelde yiiriitiildii.

2.14 His-tag Proteinlerin Saflastiriimasi

PET28-ompA tasiyan rekombinant E. coli BL21 hiicreleri 30 pg/mL kanamisin
iceren LB besiyerinde biiyiitiildii. Hiicre kiiltlirli yeni LB besiyerine eklendi ve
ekimler 37°C’de ODgoo 0,5-0,6 oluncaya kadar inkiibe edildi. Bakteri yogunlugu
0,5-0,6’ya geldigi zaman protein ekspresyonunu indiiklemek i¢in 1 mM izopropil-
3-D-galaktopiranosid (IPTG, Sigma) eklendi ve 37°C’de 5 saat 165 rpm’de
calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 4500 rpm’de +4°C’de 10
dakika santrifiij edildi. Protein saflagtirilmasi igin Protino® Ni-TED 2000 Packed
Columns (Macherey-Nagel, Germany) protein purifikasyon kiti kullanildi. Pellet

tizerine 1X LEW buffer (Ek C) eklendi ve hiicreler tamamen ¢oziinene kadar

28



vortekslendi. Hiicreler sonikatdr (Bandelin-Sonopuls) kullanilarak 6x10 saniyede
%60 siddetle parcalandi. Hiicre atiklarindan kurtulmak i¢in 15000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Rekombinant proteini iceren sivi faz Protino® Ni-TED 2000
Packed Columns (Macherey-Nagel, Germany) purifikasyon kolonlar1 kullanilarak
saflagtirma islemi yapildi. Kolonu dengelemek amaciyla ilk asamada 1X LEW
buffer eklendi. Ardindan rekombinant proteini igeren supernatant kolondan
gecirildi. Yikama islemi i¢in 1X LEW buffer kullanildi. Son olarak his-tag
proteinleri elde etmek amaciyla kolondan 1X eliisyon buffer ge¢irildi. Saflastirilan
proteinler sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

goriintiilenerek tespit edildi.

2.15 Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) jelleri Laemmli
(1970)’e gore hazirland1 (Cizelge 2.6). SDS-PAGE igin, Mini-PROTEAN® Tetra
Cell Handcasting accessory kit kullanildi. Ilk olarak %12 ayirma jeli daha sonra %4
istifleme jeli hazirlandi. Jeller yiiriitme sistemine yerlestirildi ve 6rnekler yiikleme
boyasi ile birlikte jele yiiklendi. Jelin iizerine 1X yiiriitme tamponu eklendi. 150
voltta yaklagik 90 dakika yiiriitme islemi yapildi (Laemmli 1970).

Cizelge 2.6 SDS-poliakrilamit jellerinin hazirlanmasi

%12 Ayirma jeli %4 Istifleme jeli

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

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 pLL APS (%10) (amonyum persiilfat) 25 uL Aps (%10)

5 uL TEMED (tetrametil etilen diamin) 5 uL TEMED
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2.16 Poliakrilamit Jellerin Coomassie Blue R-250 ile Boyanmasi

Elektroforezden sonra jeller oda sicakliginda 100 mL yeni hazirlanarak Coomassie
Blue R-250 boya iginde 5 dakika boyunca boyanmaya birakildi. Jeller daha sonra

en az 1 saat boyunca boya uzaklastirma ¢ozeltisinde tutularak boyadan arindirildi.

2.17 Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu Bradford yontemi (1976) ile ol¢iildii. Absorbans degeri
Coomassie Brillant Blue G-250 (CBG) asidik ¢ozeltisinin proteine baglanmasi igin
595 nm’de olgiildi (Bradford 1976). Test reaktifi, 50 mL %95 etanol iginde 100
mg Coomassie Blue G-250 boyasi eritilerek 100 mL %85 fosforik asit ile
karistirildi ardindan toplam hacim saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Karisim daha
sonra filtre kagidindan gegirilerek siiziildii. Sigir serum albumini (BSA) proteinin
standart egrisini olusturmak icin kullanildi. Ependorf tiiplere 2,4,6,8 ve 10 pL
hacimde 1 mg/mL BSA eklendi. Saf su ile 100 pL’ye tamamlandi. Blank icin bir
ependorf tiip igerisine 100 pL saf su ilave edildi. Deney reaktifi her tiipe 900 pL
olarak eklendi (Cizelge 2.7). Ornekler Shimadzu UV-1601 spektrofotometre ile 595
nm’de Olciildii. Kalibrasyon egrisi standartlar kullanilarak olusturuldu. Protein

miktari olusturulan egri denklemleri kullanilarak hesaplandi (Sekil 2.1).

Cizelge 2.7 Bradford 6l¢iim miktarlari

Blank 100 uL dH,0 900 uL. CBG-250

Standart (x3) 2-4-6-8-10 uL BSA | 98-96-94-92-90 uL | 900 uL CBG-250
dH,O

Protein (x3) 2 uL protein 98 uL dH,0 900 uL CBG-250
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Sekil 2.1 Protein konsanstrasyonlarinin hesaplanmasi i¢in kalibrasyon egrisi

2.18 As1 Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

GenoType MTBC (Hain Lifescience, Almanya) testi ile dogrulanan hasta
izolatindan (M. tuberculosis) klonlanan ve E. coli’de ifade edilerek saflastirilan

OmpA proteininden 1 mg/mL konsantrasyonda stok hazirlandi.

Seppic firmasinin iiriin bilgisine dayanarak 7:3 oraninda Montanide ISA 720 VG
adjuvan ve antijen karistirilarak asi formiilasyonu hazirlandi(Aucouturier et al.
2002). Karigimlar 1 dakika vortekslendikten sonra 4°C’de 24 saat bekletildi. Ast
formiilasyonlarinin 0,1 mL’si Luria Agar besiyerine ekim yapilarak 37°C’de 24

saat inkiibe edilerek asilarin steril olduklar1 dogrulandi.

Asilama deneyleri i¢in 8 haftalik disi BALB/c fareler kullanildi. Fareler beserli 3
gruba ayrild: ve yapilan enjeksiyonlar Cizelge 2.8’de gosterildi. ilk enjeksiyondan
once farelerden toplamda yaklasik 0,1 mL kuyruk kani alindi ve ardindan 1.
enjeksiyon (0,33 ml as1 veya adjuvan) yapildi. 2 hafta sonra tekrar kuyruk kani
aliip ardindan 2. enjeksiyon yapildi. Devaminda 30., 41. ve 66. giinlerde de kan
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almmarak serumlar toplandi ve farelere Otanazi islemi uygulandi. Serumlar

kullanilana kadar -20°C’de saklandi. Enjeksiyon ve kan alma zamanlar1 Cizelge 2.8

ve 2.9°da gosterildi.

Cizelge 2.8 Asilama deneyindeki gruplar ve uygulamalar

Grup Enjeksiyon icerigi BALBI/c Enjeksiyon sayisi ve
No. fare sayis1 | yolu

1 0,1 mg OmpA+0,23 mL adjuvan 5 2x subkutan

2 0,1 mL PBS+0,23 mL adjuvan 5 2x subkutan

3 0,1 mL steril PBS icerisinde 1x10°> CFU |5 2x subkutan

BCG

Cizelge 2.9 Fareler i¢in kan alma ve enjeksiyon zamanlari

Giin Islem

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

41. giin Kan alma

66. glin Kan alma, 6tanazi

2.19  Western Blot

Rekombinant OmpA proteinin BALB/c farelerde spesifik antikor iiretimini kalitatif

olarak goriintiilemek igin Western blot deneyi yapild1 (Burnette 1981). Oncelikle

protein 2 adet SDS-poliakrilamit jel {izerinde yiiriitildi ve jelin bir tanesi

Coomassie Brilliant Blue ile boyandi. Diger jel, 3MM Whatman® kagitlar1 ve 0,2

um nitroseliiloz membran (Bio-Rad, Hercules, CA), 1X transfer tamponu (Ek C) ile

1slatild1 ve Sekil 2.2'deki siraya gore dizilerek transfer gerceklesti (Bio-Rad Mini

Trans-Blot® Cell). Proteine 6zgli serumun kullanildigi deneyde, membranda

prestained (6nceden boyanmis) markirlarin konumu géz Oniine alinarak proteinin
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bulundugu yer belirlendi. Membranlar 1X TBS (Ek C) ile hazirlanmis %10 siittozu
icerisinde 37°C'de 2 saat bekletildi. Siire sonunda 1X TTBS (%0,5 Twin, 1X TBS)
ile 10 dakika yikandi. Daha sonra her bir membran, %S5 siittozu ile 1:400
seyreltilmis primer antikor (proteine veya BCG’ye spesifik fare antikoru) i¢erisinde
oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Ardindan, membranlar 1X TTBS ile 10 dakika
yikandiktan sonra %5 siittozu ile 6 pl:100 mL seyreltilmis sekonder antikor
(antimouse IgG, Sigma) ile oda sicaklifinda 1 saat bekletildi. Membranlar, tekrar
I1X TTBS ile 10 dakika yikandiktan sonra bantlar goriilene kadar AP konjugat
substrat (Bio-Rad, Hercules, CA) kiti uygulandi. Bantlar goriiliince substrat

uzaklagtirilip membran distile su ile yikandi.

6 Whatman kagid
Poliakrilamit jel
Membran

6 Whatman kagich

Sekil 2.2 Western blot deneyinde transfer sirasindaki diizen

220  1gG ELISA

Rekombinant OmpA proteinlerinin  BALB/c farelerinde uyardiklari hiimoral
bagisiklik (total IgG) diizeyi kantitatif olarak ELISA deneyi ile belirlendi (Engvall
and Perlmann 1971). 96 kuyucuklu ELISA plaklarina 0,05 M karbonat tamponu
(Ek C) icerisinde 1 pg/kuyucuk konsantrasyonunda saflastirilan rekombinant
proteinler eklendi. Plaklarin lizeri kapatilarak 4°C'de bir gece bekletildi. Plaklar 3
defa yikama ¢ozeltisi (Ek C) ile yikandiktan sonra kuyucuklara 50 pl bloklama
cozeltisi (Ek C) eklendi ve 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Asilama deneyi sonucu her
bir antijene 6zgii serum bloklama c¢ozeltisi icerisinde 1:50, 1:100, 1:200, 1:400,
1:800, 1:1600 ve 1:3200 seyreltmelerle kuyucuklara eklendi ve 37°C'de 1 saat
inkiibe edildi. Plaklar 4 defa yikama ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra kuyucuklara

bloklama c¢ozeltisi igerisinde 1:1000 seyreltilmis tavsandan—elde—edilen alkalin
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fosfataz bagl anti-fare IgG (Sigma) eklendi ve 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Plaklar
4 defa yikama ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra her kuyucuga 100 pL kolorimetrik bir
substrat olan AP Conjugate Substrate (Bio-Rad) eklendi. Plaklar karanlik bir
ortamda 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra her kuyucuga 50 ul 1 M
NaOH eklenerek tepkime durduruldu. Tepkime sonucu olusacak optik yogunluk
Rayto RT-2100C ELISA okuyucuda 405 nm'de analiz edildi.

2.21  IFN-y (interferon-gama) ELISA

Rekombinant OmpA proteinin BALB/c farelerinde uyardiklari hiicresel bagisiklik
(IFN-y) seviyesi kantitatif olarak ELISA deneyi ile belirlendi. Serum IFN-y
seviyelerinin belirlenmesi icin Mouse IFN-y ELISA Total Kit (Thermo) kullanildu.
96 kuyucuklu ELISA plagina her kuyucuga ikiserli tekrar olarak 50 pL serum
ornegi ve 50 pL 3:1 oraninda seyreltilmis standartlar (3000:1000:333:111:37:0
pg/mL) eklendi. Plaka dikkatli bir sekilde yapiskan plaka kapagi ile kapatilarak oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaka kapagi cikartilarak
plak i¢i dokiilmeden numuneleri igeren 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 kapagi ile ortiilerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda plaka kapag: ¢ikarildi. Plaka ii¢ kez yikama tamponu (30X
yikama tamponu (50 mL), 1,5 L distile su) ile yikand1. Hazirlanan streptavidin-HRP
(12 mL Streptavidin-HRP tamponu'na 30 pL Streptavidin-HRP konsantresi)
¢ozeltisi her bir kuyucuga 100 pL olarak eklendi. Yeni bir yapigkan plaka kapag: ile
plaka kapatildi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
plaka kapagi cikarillarak yikama tamponu ile ii¢ kez yikandi. Ardindan her
kuyucuga 100 pL TMB substrat ¢ozeltisi eklendi. Numuneler karanlik bir ortamda
oda sicakliginda 30 dakika boyunca renk reaksiyonu olusmasi i¢in inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 100 pL reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi.
Reaksiyonu durdurulduktan 30 dakika sonra optik yogunluk Rayto RT-2100C
ELISA plak okuyucuda 405 nm’de 6l¢iildii.
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222 1L-12 (interlokin 12) ELISA

Rekombinant OmpA proteinin BALB/c farelerinde uyardiklari hiicresel bagisiklik
(IL-12) seviyesi kantitatif olarak ELISA deneyi ile belirlendi (Engvall and
Perlmann 1971, Chensue et al. 1996). Serum IL-12 seviyelerinin belirlenmesi igin
Mouse IL-12 ELISA Total Kit (Thermo) kullanildi. 96 kuyucuklu ELISA plagina
her kuyucuga ¢ift olarak 50 pL diliient standart (12,5 pL serum ile 37,5 pL
standart) eklendi. Ardindan 50 pL  2:1 oraninda seyreltilmis standartlar
(3000:1500:750:375:188:94:47:0 pg/mL) eklendi. Plaka dikkatli bir sekilde
yapigkan plaka kapagi ile ortiilerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda plaka kapag: ¢ikarilarak ii¢ kez yikama tamponu (30X yikama
tamponu (50 mL), 1,5 L distile su) ile yikandi. Numune veya standartlar1 iceren her
kuyucuga 100 pL biyotinlenmis antikor reaktifi eklendi. Biyotinlenmis antikor

reaktifini eklerken pipet ucu ile numunelere dokundurmamaya 6zen gosterildi.

Plakanin iizeri dikkatli bir sekilde yapiskan plaka kapagi ile Ortiillerek oda
sicaklifinda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaka kapag: cikarilarak iic
kez yikama tamponu ile yikandi. Hazirlanan streptavidin-HRP (12 mL Streptavidin-
HRP tamponu'na 30uL Streptavidin-HRP konsantresi) ¢ozeltisi her bir kuyucuga
100 pL olarak eklendi. Yeni bir yapiskan plaka kapagi ile plaka kapatildi ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaka kapag: ¢ikarilarak
yikama tamponu ile ii¢ kez yikandi. Ardindan her kuyucuga 100 pL TMB substrat
cozeltisi eklendi. Numuneler karanlik bir ortamda oda sicakliginda 30 dakika
boyunca renk reaksiyonu olusmasi icin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her
kuyucuga 100 pL reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi. Reaksiyonu
durdurulduktan 30 dakika sonra optik yogunluk Rayto RT-2100C ELISA plak
okuyucuda 405 nm’de 6l¢iildii.
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3. BULGULAR

3.1  Mycobacterium tuberculosis Genomik DNA’sinin Saflastirilmasi, 16S

rRNA Analizi ve ompA Geninin Klonlanmasi

Mycobacterium tuberculosis hasta izolati genomik DNA’s1 basarili bir sekilde
saflastirilmistir (Sekil 3.1). M. tuberculosis izolatinin tiir diizeyinde tanimlanmasi
amaciyla 16S rRNA (Sekil 3.2) ve ompA geninin (Sekil 3.3) PZR ile ¢ogaltilmasi

i¢in kullanilmustir.

M. tuberculosis izolatinin tiir diizeyinde tanimlanmasi amaciyla elde edilen
bantlardan jel ekstraksiyon yapilmistir. Jel ekstraksiyonunun ardindan niikleotit dizi
analizi yapilmistir (Sekil 3.4). Niikleotit dizisi BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizi sonucu M. tuberculosis ile %2100

uyum gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.1 M. tuberculosis genomik DNA izolasyonu agaroz jel goriintiisii (M: 50 bp
marker, 1: 6 uL DNA, 2: 12 uL DNA).
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900 bp
700 bp
500 bp

Sekil 3.2 ompA geni PZR agaroz jel goriintiisii (1: ompA PZR iiriinii, 2: negatif
kontrol, M: 50 bp marker).

900 bp
700 bp
500 bp)

Sekil 3.3 16S rRNA geni PZR agaroz jel goriintiisii (M: 50 bp marker, 1-2: PZR
irlinti, 3: negatif kontrol).
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AGTCGAACGGAAAGGTCICTICGGAGATACTCGAGTGGCGAACGGETGAGTAAC
ACGTEGETCATCTGLCCTGCACTICGGEATAAGOCTGEGAAA CTGGGTCTAATAC
CGGATAGGACC ACGGEATGCATGICTIGTGETGEAAAGCGCTT TAGCGETGTIGGG
ATGAGCCCGCGELCTATCAGCTIGTIGETGGGGTCACGGCCTACCAAGGLGACGA
CGGEGETAGCCGEOCTGAGAGGGTGTCCGGUCACACTGEGACTGAGATACGGLCCA
GACTCCTACGGEAGGCAGC AGTGGGGAATATTGCACAATGEGOGCAAGCCTGAT
GCAGCGACGCCGUGTGOGEGEATGACGGLCTICGGGTIGTAAACCTCTTICACCAT
CGACGAAGGTCCGGGTICTCTCGGATTGACGETAGETGGAGAAGAAGCACCGEC
CAACTACGTGCCAGCAGCCGLGETAATACGTAGGETGOGAGCGTTGTCCGGAATT
ACTGGGECGTAAAGAGCTCOTAGGTGET TTGICGUGTTGT ICGTGAAATCTCACGEG
CTTAACTGTGAGCOTGCGGECEATACGEGCAGACTAGAGT ACTGCAGGGGAGAC
TGEAATTCCTGE TG TAGCGETEGAATGUGLAGATATCAGGAGGAACACCGETGG
COAAGGCGGGTCTCTGEGLAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAA AGCGTEHEEGAGE
GAAC AGGATTAGATACCCTGGETAGTCCACGCCGTAAACGETGGOTACTAGGTGTG
GGTTTCCTICCTTGGGATCCGTGLCGTAGC TAACGCATTAAGTACCCCGCCTGGE
GAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAA AGGA ATTGACGGGGGECCCGEACAAGCG
GCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGETITGACA
TGCACAGGACGUGTCTAGAGATAGGUGTICCCTIGTGGCCTG TG TGCAGGTGETG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGEGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGICTCATGTTGCCAGCACGTAATGETGEGEACTCGTGAGAGACTGCC
GGGGETCAACTCGGAGGAAGETGEEEATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTC
CAGGGCTTCAC ACATGCTACAATGGCCGGTACA A AGGGCTGCGATGCC GCGAGG
TTAAGCGAATCCTTAAA AGCCGETCTCAGTICGGATCGGGETCTGCAACTCGACC
COGTGAAGTOGGAGTCGCTAGTAATCGC AGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGT
TCCCGGGOCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAG
CCAGTGGCCTAACCCTCGGEAGEG

Sekil 3.4 Mycobacterium tuberculosis izolatinin 16S rRNA gen dizisi (Gen Bankasi

Erisim Numaras1 KY810766).

PZR iirlinii pGEM-T ligasyonunda kullanilmak amaciyla agaroz jelden kesilerek
ekstrakte edilmis (Sekil 3.6), ligasyon tiriinii kompetan hiicre halinde hazirlanmis E.
coli DH5a hiicrelerine transforme edilmistir. Elde edilen kolonilerden istenilenleri
ampisilin direncine ve lacZ geninin aktivitesine gore tespit edilmistir. Klonlama
amaciyla istedigimiz gen pGEM-T plazmitte bulunan lacZ geni igerisine eklenmis

halde bulunuyorsa lacZ geni bozuldugu i¢in bakteri X-gali kullanamamakta ve
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beyaz koloniler gozlemlenmektedir. Eldesi saglanmak istenen gen lacZ genine

eklenmemigse  bakteri  X-gali

kullanabilmekte

ve

mavi

koloniler

gozlemlenebilmektedir (Sekil 3.7). Beyaz koloniler segilerek plazmit izolasyonu

yapilmistir (Sekil 3.8). Daha sonra restriksiyon enzim kesimi ile dogrulama islemi

yapilmustir (Sekil 3.9).

|_J Mycobacterium tuberculosis strain MTB1. complete genome

|} Mycobacterium tuberculosis strain 14/1649 16S ribosomal RNA gene. partial sequence

| Mycobacterium tuberculosis TRS10 genome
[} Mycobacterium tuberculosis TRS2 genome
|_J Mycobacterium tuberculosis 1821ADB45 genome

) Mycobacterium tuberculosis 1821ADB40 genome

| Mycobacterium tuberculosis TRS26 genome
[} Mycobacterium tuberculosis TRS25 genome

|} Mycobacterium tuberculosis TRS24 genome

) Mycobacterium tuberculosis TRS27 genome

| Mycobacterium tuberculosis TRS8 genome

[} Mycobacterium tuberculosis TRS28 genome

|} Mycobacterium tuberculosis TRS4 genome

) Mycobacterium tuberculosis TRS6 genome

-1 Mycobacterium tuberculosis TRS18 genome

[} Mycobacterium tuberculosis TRS15 genome

|} Mycobacterium tuberculosis TRS12 genome

) Mycobacterium tuberculosis TRS14 genome

1 Mycobacterium tuberculosis TRS23 genome

) Mycobacterium tuberculosis TRS5 genome

|-} Mycobacterium tuberculosis TRS7 genome

|_) Mycobacterium tuberculosis TRS19 genome
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100%
100%
100%
100%
100%
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Accession

CP0203812 |
KY810766.1
CP009195.1
CP009186.1
CP009206.1
CP009202.1
CP009193.1
CP009192.1
CP009191.1
CP009190.1
CP009196.1
CP009194.1

CP009189.1

CP0091881

CP009185.1
CP009184 1

CP0091821

CP009181.1
CP009180.1
CP009179.1
CP009178.1

CP009177.1

Sekil 3.5 M. tuberculosis hasta izolatinin 16S rRNA dizisi BLAST analizi sonucu
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900 bp
700 bp
S00 bp

Sekil 3.6 Jel ekstraksiyon sonrasi agaroz jel goriintiisii (M: 50 bp marker, 1: ompA).

Sekil 3.7 pGEM-T-ompA mavi-beyaz koloni olusumu goriintiisii
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900 bp
700 bp
500 bp

Sekil 3.8 pGEM-T-ompA plazmit izolasyonu agaroz jel goriintiisii (M: 50 bp
marker, 1-2: ompA).

900 bp
700 bp
500 bp

Sekil 3.9 pGEM-T-ompA restirksiyon enzim kesimi agaroz jel goriintiisii (M: 50 bp
marker, 1-2: pGEM-T-ompA).
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Basarilt sonug alinan pGEM-T-ompA rekombinantinin Sanger dizileme islemi BGI
Europe sirketinde yaptirilmistir. Dizileme isleminin ardindan klonlanan genin

ompA geni oldugu tespit edilerek dogrulanmustir (Sekil 3.10).

GTGGCTTCTAAGGCGGGTTTGGGCCAAACACCCGCGACCACCGACGCG
CGACGAACTCAGAAATTCTACCGGGGCTCGCCGGGCCGTCCGTGGCTGA
TTGGCGCGGTGGTTATTCCGTTGCTGATAGCGGCAATCGGTTACGGTGC
ATTCGAGCGGCCCCAGTCCGTTACCGGACCGACCGGTGTGTTGCCGACA
CTGACACCGACCAGCACCCGGGGCGCTTCTGCGTTGTCCTTGTCTTTGCT
GTCAATTAGCCGCAGCGGCAACACCGTTACTCTGATCGGTGACTTCCCC
GATGAGGCCGCCAAGGCGGCCTTGATGACGGCGCTCAACGGCTTGCTTG
CTCCGGGCGTGAACGTCATCGACCAGATTCACGTCGATCCCGTTGTGCG
ATCACTTGATTTCTCAAGTGCGGAACCAGTTTTCACCGCCAGCGTGCCG
ATTCCTGATTTTGGCCTCAAAGTCGAAAGGGACACCGTCACCTTGACCG
GAACTGCCCCTTCATCCGAGCACAAGGACGCAGTGAAGCGCGCGGCGA
CCAGCACCTGGCCTGACATGAAAATCGTTAACAATATTGAGGTTACGGG
GCAGGCACCGCCAGGACCCCCGGCCTCCGGCCCATGTGCCGACCTGCA
ATCAGCCATCAATGCCGTGACGGGTGGACCCATCGCGTTTGGCAACGAC
GGGGCTAGTCTGATCCCAGCCGACTATGAAATCCTGAACCGGGTAGCCG
ACAAGCTCAAGGCATGTCCGGACGCTCGGGTGACGATCAACGGCTACA
CCGACAACACCGGCAGCGAAAGTATCAATATCCCGTTGAGCGCTCAGC
GAGCCAAGATAGTCGCCGACTACCTGGTTGCCCGCGGAGTTGCCGGCG
ATCACATTGCCACCGTGGGTCTCGGTTCGGTGAATCCGATCGCCAGCAA
CGCCACACCCGAGGGGCGCGCCAAGAATCGTCGCGTCGAGATCGTGGT
CAACTAA

Sekil 3.10 M. tuberculosis hasta izolatinin ompA gen dizisi (Gen Bankasi erisim
numarasi1 KY848247)

3.2 pET28-a (+) Vektoriine Klonlama

ompA genini pET28-a vektoriine klonlamak igin plazmit BamHI restriksiyon enzimi
ile kesilmistir (Sekil 3.11). ompA geni i¢in toplamda 53 adet pET28a ligasyonu ile
birlikte transformasyon yapilmistir. Tiim transformasyonlarin sonucunda 1500°e
yakin koloni gézlemlenmistir. Bu kolonilerin yaklagik 1300 adeti taranmis, 3 adet
koloniden pozitif sonu¢ elde edilmistir. Ligasyon isleminde Bglll-BamHI
restriksiyon enzimleri ile kesilen pGEM-T-ompA plazmitinden elde edilen ompA

geni ve BamHI restriksiyon enzimi ile kesilen pET28a vektori kullanilmistir (Sekil
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3.12). Kit ile izololasyonu yapilan plazmitler EcORI-BamHI restriksiyon enzimleri
ile kesilerek agaroz jelde yiiriitme islemi yapilmistir. Yiiriitme isleminin ardindan
olusan jel goriintlisiinde 2 ornek beklenilen biiyilikliikte bant verdigi
gozlemlenmistir (Sekil 3.13). Sonug olarak, pET28a-ompA rekombinanti basarili
bir sekilde elde edilmistir.

6 kb

3 kb

Sekil 3.11 pET28-a plazmitinin BamHI restriksiyon enzimi ile kesiminin agaroz jel
goriintiisii (M: 1 kb marker, 1-2: pET-BamHI)

Sekil 3.12 pET28a-ompA plazmit izolasyonu agaroz jel goriintiisii (K: bos pET28a,
1-9 pET28a-ompA icin taranan plazmitler, 1, 8 ve 9 numarali plazmitler bos
vektorden yukarida gézlenmistir).
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500 bp

Sekil 3.13 pET28a-ompA EcoRI-BamHI kesimi agaroz jel goriintiisii. (M: 50 bp
marker, 1-2: ompA).

3.3 ompA Geninin E. coli BL21 Hiicrelerinde ifadesi ve Rekombinant

Proteinin Saflastirilmasi

E. coli bakterisinden gen ekspresyonu ve rekombinant protein saflagtirmak
amactyla, E. coli DH5a susu kullanilarak pET28a-ompA rekombinant plazmitin
olusturulmustur. Rekombinant proteinin tretimini saglamak i¢in rekombinant
plazmit kompetan hiicre haline getirilerek E. coli BL21 hiicrelerine
transformasyonu  saglanmistir.  Olusan rekombinant koloniler kanamisin
direngliligine gore secilmistir. Daha sonra plazmit izolasyonlar1 agaroz jelde
yiriitilmiistir. Kontrol amaciyla ompA genini tasiyan pET28a vektorii jele
yiklenmistir. Yiiritme isleminin ardindan jel goriintiisinde BL21’den ve
DH5a’dan izole edilen rekombinant pET28a-ompA plazmitleri ayn1 seviyede bant

verdikleri gbzlemlenmistir.

pET28a vektoriine klonlamasi gergeklestirilen ompA geni E. coli BL21 susunda

ifade olurken uglarina 6 tane histidin eklenmektedir. Histidin amino asidinin nikel
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iyonlarina karsi afinitesi bulunmaktadir. Afinite 6zelliginden dolay1 histidinli
proteinler nikel iceren kolonlardan afinite kromatografi teknigi kullanilarak
saflagtirilma islemi yapilmistir. Protein ekspresyonunun indiiklenmesi amaciyla 1
mM IPTG kullanilmistir. IPTG ihtivasindan dolay1 indiiklenen BL21 kiiltiiri
santrifiij iglemine tabi tutulmustur. Santrifiij isleminin ardindan olusan pellet 8 M
tire iceren LEW tamponu igerisinde ¢Oziindiiriilmistiir. Homojen olarak dagilan
hiicreler sonikasyonla parcalama islemine tabi tutulmustur. Olusan hiicre lizatlari
santrifiijlenerek ¢oktiirme islemi yapilmistir. Histidin bagli rekombinant proteinleri
iceren siipernatantlar nikel igeren Ni-TED (Macherey-Nagel) purifikasyon
kolonlarindan gegirilmistir. Elde edilen proteinin safligt SDS-PAGE iizerinde
gozlemlenmistir. Jel goriintiisii sonucunda denatiire sartlarda elde edilen 30-35 kDa
biiyiikliigiindeki rekombinant OmpA proteinin saflastirilma islemi basarili olmustur

(Sekil 3.14).

3.4 Protein Konsantrasyonun Olciilmesi ve As1 Formiilasyonunun

Hazirlanmasi

Saf hale getirilen rekombinant OmpA proteininin konsantrasyonu kantitatif olarak
Bradford yontemiyle oOlgiilerek belirlenmistir (Bradford 1976). Rekombinant
proteinin konsantrasyonu 1 mg/mL olarak tayin edimistir (Cizelge 3.1). GenoType
MTBC (Hain Lifescience, Almanya) testi ile dogrulama islemi yapilan M.
tuberculosis hasta izolatindan klonlanan ve E. coli’de ifade edilip saflagtirilmis olan
OmpA proteininden 1 mg/ml konsantrasyonda stoklar hazirlanmistir. 7:3 oraninda
Montanide ISA 720 VG adjuvan:antijen homojen olarak karistirilmig, ast
formiilasyonu hazir hale getirilmistir (Lawrence et al. 1997). Asi formiilasyonunun
Luria Agar besiyerine ekim islemi yapilmistir. Sonug olarak, asilarin steril olduklari

gozlemlenmistir.
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Sekil 3.14 Rekombinant OmpA proteinin nikel kolon uygulamasinin SDS-PAGE
goriintlisii (M: protein marker, K: IPTG eklenmemis kontrol, L: IPTG eklenen
kiltir lizati, F: kolona baglanmayanlar, W: yikama, E: eliisyon) ve Protein
markerda bulunan bantlarin biiyiikliikleri.

Cizelge 3.1 Bradford protein ve standart 6l¢timlerinin 595 nm’de absorbans
degerleri

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 Ort. Abs.
1 0,111 0,150 0,168 0,143
2 0,212 0,221 0,206 0,213
3 0,217 0,224 0,228 0,223
4 0,297 0,289 0,340 0,308
5 0,321 0,393 0,350 0,354
OmpA 0,045 0,039 0,051 0,045

3.5 Western Blot

Rekombinant OmpA proteinin BALB/c farelerde spesifik olarak antikor tiretimini
kalitatif olarak analiz etmek amaciyla Western blot deneyi yapilmistir (Burnette
1981). Expasy biyoinformatik analizi sonucunda hesaplanan (uglarina eklenen 6
histidinle beraber) OmpA proteininin molekiiler agirhg 34,5 kDa olarak

belirlenmistir. OmpA proteinin  SDS-PAGE analizi sonucunda go6zlemlenen
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molekiiler agirligi yaklasik olarak 40 kDa olarak gozlemlenmistir (Sekil 3.15).
Tiim bu verilerin aksine, proteinin katlanmalarindan veya dimer olusturma
thtimallerinden dolay1 farkli molekiiler agirlikta bantlar da gozlemlenmistir. Bu
nedenle rekombinant proteine 6zgili antikorlarin primer antikor olarak kullanildigi
Western blot analizi sonucunda yukarida sayilan ana bantlara ek olarak farkli

bantlar da gézlemlenmistir (Sekil 3.15).

80 kDa
58 kDa

46 kDa

. =

-

32 kDa

25 kDa

22 kDa
17 kDa

BRI AE
J:kl §!

Sekil 3.15 (A) Saflagtirrlan OmpA proteinine ait SDS-PAGE goriintiisii ve (B)

Saflagtirilan OmpA proteinine ait Western Blot goriintiisii (M: Prestained marker 1:
OmpA).

Primer antikor vazifesi gormesi amaciyla BCG’ye 6zgii antikor kullanildiginda da
ana bantlara gapraz reaksiyon verdigi gozlemlenmistir (Sekil 3.16). Fakat, M.
tuberculosis OmpA antijenini BCG’ye 6zgili antikorlar giiclii taniyamadigi igin
bantlar net bir sekilde gozlemlenememistir (Sekil 3.17).
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17 kDa

Sekil 3.16 OmpA antijenine karsi BCG antikorunun c¢apraz reaksiyonunu gdsteren
Western blot deneyi (A: SDS-PAGE goriintiisii, B: Western blot goriintiisii, C:
Bandin bulundugu yerlerin ¢izgisel gosterimi. M: prestained marker, 1: OmpA).

3%} E

Sekil 3.17 OmpA antijenine kars1 adjuvan serumu ile yapilan Western blot deneyi
(M: prestained marker, 1: OmpA).
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3.6 Rekombinant OmpA Proteininin Hiimoral Bagisikhk Yamti

Rekombinant OmpA proteinin BALB/c farelerinde uyardigi hiimoral bagisiklik
(total IgG) diizeyi kantitatif olarak ELISA deneyi ile tespit edilmistir (Engvall and
Perlmann 1971). Immiinizasyondan 6nceki degerler, immiinizasyon sonrasindaki
degerler ile GraphPad Prism programinda tek yonlii varyans analizi ve Dunnett testi
kullanilarak belirlenmis ve karsilastirilmistir (Sekil 3.18). Pre-immiinizasyonun
kontrol grubu olarak belirlenip istatistiksel anlam degerlerine bakildiginda ilk
asilama sonrasi en iyi hiimoral bagisiklik yanitinin %99,9 giivenilirlikte OmpA
tarafindan tetiklendigi tespit edilmistir. Olusan hiimoral bagisiklik yanitin 66. giline
kadar yiiksek kaldigi tespit edilmistir.

07

0,68

0,66

0,64

0,62

06

0,58

Absorbans O.D. 45

0,56 -

0,54

0,52 -

OmpA
Az formiilasyonu

B imminizasyon &ncesi W15 glin W 30. gln W 41 gln W56, glin

Sekil 3.18 Montanide ISA 720 VG adjuvani ile hazirlanmig OmpA proteinine ait
as1 formiilasyonlarinin BALB/c farelerdeki hiimoral bagisiklik (total IgG) yaniti.
Serumlarin 1:800 seyreltme degerleri kullanilmistir (***: p<0,001).
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3.7 Interferon- gama (IFN-y) ELISA

Rekombinant olarak OmpA proteini ile hazirlanan as1 formiilasyonu ile birlikte
piyasada bulunan ve ticari olarak kullanilmakta olan BCG asis1 ile beraber sadece
Montanide ISA 720 VG adjuvan BALB/c kobaylarinda verdigi hiicresel bagisiklik
seviyesi kantitatif olarak IFN- y ELISA deneyi ile tespit edilmistir. (Sekil 3.19)

2

3

3

3

2

pgmlL IFN gamma
3

2 8

=]
1

Adjuvan BCG OmpA
As

B imminizasyon dncesi W15 gzin m 30, giin w41, gin W66, gln

Sekil 3.19 Rekombinant OmpA as1 formiilasyonunun BALB/c kobaylarda
tetikledigi serum IFN- y seviyesi

OmpA, BCG ve adjuvana ait degerler kendi aralarinda GraphPad Prism 5
programinda tek yonlii varyans analizi yapildi. Ardindan Tukey’s analizi yapilarak
karsilastirildi. (Cizelge 3.2) 15. giin sonunda adjuvan BCG ve OmpA arasinda
anlamli bir fark gézlemlenmemistir. 30. giin sonunda OmpA formiilasyonunun
tetikledigi IFN-y seviyesi adjuvan ve BCG’nin tetikledigi seviyeden diisiik bulundu.
41. giinde OmpA formiilasyonu ve adjuvanin tetikledigi serum IFN-y seviyesinde
istatistiksel bir fark bulunmazken BCG tarafindan saglanan IFN-y diizeyi bu iki

gruptan yiiksek bulunmustur. 66. giiniin sonunda OmpA formiilasyonunun

50



tetikledigi IFN-y seviyesiyle adjuvan ve BCG’nin tetikledigi seviye arasinda

istatistiksel bir fark bulunmamaktadir.

Cizelge 3.2 OmpA asisinin BALB/c kobaylarda serum IFN-y diizeylerinin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s testi ile karsilastirilmasi.

As1 Gruplan Immiinizasyon Oncesi 15.giin | 30. glin | 41. giin | 66. giin
Adj - BCG AD AD AD * *

Adj - ompA ** AD * AD AD
BCG-ompA | * AD ** el AD

*:p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; AD: anlaml1 degil

3.8  IL-12 (interlokin 12) ELISA

Rekombinant ompA proteini ile hazirlanan as1 formiilasyonu ve ticari BCG asis1
sadece Montanide ISA 720 VG adjuvanin BALB/c farelerinde uyardiklart hiicresel
bagisiklik diizeyi IFN-y’ya ek olarak kantitatif 1L-12 ELISA deneyi ile tespit
edilmigstir. (Sekil 3.20) rekombinant ompA asisina ait degerler birbirleri ile
GraphPad Prism 5 programinda tek yonlii varyans analizi ve Tukey’s testi yapilarak

kiyaslanmistir (Cizelge 3.3)

200

500

o
—

SSDD_

) 4
gl 200

100 -

Adjuvan Ast BCG Omp#A

m immiinizasyon &ncesi m 15. gin m 30. gln m 41, giin m 66. giin

Sekil 3.20 OmpA formiilasyonunun BALB/c farelerde tetikledigi serum IL-12
seviyesi.
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15. giiniin sonunda BCG ve OmpA formiilasyonunun tetikledigi IL-12 seviyesi
arasinda istatistiksel anlamda bir fark bulunmamaktadir. Bunun digindaki tiim
zaman dilimleri sonucunda OmpA formiilasyonu ile asilanmis farelerdeki serum
IL-12 seviyesi adjuvan ve BCG asisinin tetikledigi IL-12 diizeyine kiyasla daha

diisiik bulunmustur.

Cizelge 3.3 OmpA formiilasyonunun BALB/c farelerde serum IL-12 diizeylerinin
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s testi ile karsilastiriimasi.

As1 Gruplari Immiinizasyon Oncesi 15.giin | 30.giin | 41.giin | 66. giin
Adj - BCG * AD AD AD **
Adj-OmpA | AD - v w— w—
BCG - OmpA wx AD Hk r—y oy

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; AD: anlaml1 degil
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4. TARTISMA VE SONUC

Dis Zar Proteini A (OmpA)

Son donemde yapilan ¢aligmalar potansiyel as1 adaylari olarak dis zar proteinlerinin
kullanilabilecegini gostermistir. OmpA (Outer Membran Protein A)’da bu dis zar
proteinlerinden  bir tanesidir. OmpA proteini, yiizeye maruz birakilan
lokalizasyonu, genel koruma ve hastalarda giiglii antikor tepkileri ortaya ¢ikarmak

gibi pek ¢ok 6zellige sahiptir (Du Pin Calmo et al. 2017).

M. tuberculosis’te gozenek olusturucu dis membran proteini OmpA konakgi
fagazomlarinda asidik direng igin gerekli olan virulans bir faktordiir (Yao et al.
2012). OmpA, konake1 hiicrelerin savunma mekanizmalarinin {istesinden gelmek
icin patojenik mikobakterilerin olusturdugu diisiik pH’l1 ortama adaptasyonda rol
alir (Da Silva and Palomino 2011). Gen, patojen mikobakteriye 6zgiindiir, bu
nedenle anti-TB kemoterapinin gelistirilmesinde ilgi ¢ekici bir adaydir (Peter et al.
2010).

OmpA dis membranda en fazla goriilen protein olup dis membranin peptidoglikan
tabakaya baglanmasinda rol alir. OmpA ayrica bakteriyofaj ve diger bakteri
piluslar i¢in reseptdr gorevi gérmektedir. Bu proteinler, diisiik molekil agirlikli
hidrofilik bilesiklerin hiicre ic¢ine pasif difiizyonunu saglamaktadir. ompA-TB
kodlayan genin bir sinyal dizisi oldugu belirlenmis ve bu dizi M. tuberculosis’ten
salgilanan diger antijen proteinlerin dizisi ile oldukca benzerlik gostermistir. Bu
nedenle ompA-TB ayni zamanda antijenik Ozellige sahip immiinojenik bir
proteindir (Yang et al. 2011).

Bununla birlikte, OmpA bakterilerde azot metabolizmasi, besince yoksul ortamlara
adaptasyon ve / veya konakg¢1 organizma ile simbiyoz olusturma gibi fonksiyonlari

olan bir protein ailesini olusturmaktadir. M. tuberculosis ompA amonyak salinimina

53



destekleyebilir, konak¢inin ¢evre sartlarina adaptasyonuna yardimei olmaktadir (De

Marchis et al. 2011).

ISA Montanide 720 Adjuvan

Montanide ISA adjuvanlari, metabolize mineral yaglari, metabolize edilmeyen
mineral yaglart veya iki yagin karisimi ile elde edilen farkli ylizeyetkin maddeleri
igeren bir adjuvan grubudur (Miles et al. 2005). Montanide ISA 720, ¢esitli hayvan
tiirlerinde ve insan sitma, HIV ve kanser klinik denemelerinde yliksek antikor

titrelerini uyaran, skualen bazli, yag i¢inde su emici bir adjuvandir (Pickering et al.
2004, Zhu et al. 2011).

Montanide ISA 720 aliminyum hidroksite alternatif bir adjuvan olarak insanlarda
deneysel kullanim1 onaylanmistir (Masina et al. 2003, Toledo et al. 2001, Oliveira
et al. 2005). insanlarda hiimoral immiin yanit ve Thl tipi hiicresel cevap igin
uyarici oldugu gosterilmistir (Masina et al. 2003). Bununla birlikte, Montanide ISA
720 primatlarla yapilan agilama ¢alismalarinda da hiimoral ve hiicresel immiin yanit
bakimindan olumlu yonde ¢ok iyi sonuglar gostermistir (Masina et al. 2003, Collins
et al. 2006).

Montanide ISA 720 kullanilarak formiile edilen katepsin B'den olusan bir asi,
Schistosoma mansoni’ nin si¢angil sistozomiyazina kars: yiiksek diizeyde koruma
saglamistir. Formiilasyon, parazit yilkiiniin tim bicimlerini 6nemli o&lgiide
azaltabilir, antijen spesifik antikorlarin saglam iiretimini uyarabilir ve Thl / Th2
uyarimi baglatabilir oldugu anlagilmistir. Daha da 6nemlisi, agilanmis hayvanlardan
izole edilen splenositler, kontrol hayvanlar ile karsilastirildiginda, Thl sitokinleri,
IFN-y, IL-12 ve TNF-a ve Th2 sitokinleri IL-5 ve IL-4'tin daha yiiksek seviyelerini
salgiladiklar1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, sistozomiyaza karsi asi adayir olarak
Sm-cathepsin B / Montanide ISA 720 VG'nin yeni bir as1 adayr potansiyelini
oldugunu gostermektedir (Ricciardi et al. 2016).
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Gurung vd. (2014) M. avium alttiir paratuberculosis'e karst yapmis olduklari
rekombinant as1 gelistirme calismalarinda Montanide adjuvaninin MAP2698c ve
MAP3567 proteinleriyle birlikte kuvvetli bir IFN-y cevabi olusturdugunu

gostermistir.

Hepatit C Viriisi (HCV)’ye, spesifik Thl-tipi bagisiklik yanitlarmin giiclinii
arttirmak i¢in yeni bir as1 ¢aligmasi yapilmistir. ELISPOT tahlili Montanide ISA
720'yi adjuvani kullanilarak tekli veya ¢oklu proteinle bagisiklamanin, bu adjuvani
icermeyen formiilasyondan daha gii¢lii IFN-y iireten Thl yanitlar1 indiikledigini
ortaya koymustur. Montanide ISA 720'yi adjuvani kullanilarak yapilan protein
asilamasi ayn1 zamanda humoral yanitlart arttirmistir. Spesifik IgG izotipleri test
edildiginde, Montanide ISA 720 adjuvani kullanilarak olusturulan protein
immiinizasyonu, tek basina protein immiinizasyonuna kiyasla daha yiiksek
titrelerde IgG2a antikorlar iirettigi bildirilmistir. IgG2a'daki arti, ELISPOT tahlili
ile gosterilen IFN-y salgilayan Thl hiicrelerinin indiiksiyonu ile benzerlik
gostermistir. Sonug olarak, Montanide ISA 720 adjuvani kullanilarak formiilasyonu
olusturulan protein asilamasi, BALB/c farelerinde HCV'ye karst hiicresel
bagisikligin (Thl tipi) yam1 sira hiimoral bagisiklik tepkilerini biiyiik Olclide
arttirdig1 gézlemlenmistir (Qi Qiu et al. 2008).

Arévalo-Herrera et al. (2011) Plasmodium vivax circumsporozoite (CS)’nin
Montanide ISA 720 veya Montanide ISA 51 adjuvanlarinda formiile edilen CS
proteininin amino (N), merkezi tekrar (R) ve karboksil (C) bdlgelerine karsilik
gelen {ii¢ sentetik polipeptid kombinasyonu kemirgenlerde ve primatlarda
immiinojenlik agisindan degerlendirmek amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Deney
hayvanlari, BALB/c fareleri ve Aotus maymunlari, test ve kontrol gruplarina
ayrilmistir. Asilama ii¢c kez 50 ve 100 pg as1 veya plasebo dozlari ile immiinize
etmislerdir. Antijene spesifik antimalaryal antikorlar enzime bagli immiinosorbent
testi, immiinofloresan antikor testi ve IFN-y cevaplar1 enzime bagli immiinosorbent
deneyi (ELISAspot) ile belirlenmistir. Her iki as1 formiilasyonuda yiiksek

immiinojenik 6zellikler gostermistir. Fareler, C ve R polipeptidlerine kars1 daha iyi
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antikor tepkileri gelistirirken, N polipeptidi maymunlarda daha immiinojeniktir.
Montanide ISA 720 ve Montanide ISA 51 formiilasyonlar1 arasindaki farklar

anlamli olmamustir.

Giane A. Oliveira et al. (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada, ¢ok gii¢lii suda yag
adjuvanti olan Montanide ISA 720’nin formiilasyonu ile olusturulan ICC-1132'nin
artan dozlarda intramuskiiler olarak uygulayarak  immiinojenikligini
degerlendirmiglerdir. Asmin en sik goriilen sikayeti olan gegici enjeksiyon
bolgesinde olusan agri tolere edilmistir. 20 ug ve 50 ug ICC-1132/ISA 720 ile
asilanan tiim denekler, anti-immiinojen ve anti-HBc (Hepatit B Niikleus) antikorlar1
tiretmislerdir. Bu iki gruptaki goniillillerin cogunlugu agirlikli olarak opsonize edici
immiinoglobiilin antikorlar gelistirmistir. Montanide ISA 720 formiilli asinin tek
bir enjeksiyonundan sonra pik titreleri ve parazite Ozgii antikorun direnci test
edilmigtir. ICC-1132/ ISA 720 asismin periferik kan mononiikleer hiicreleri
cogaltilmis ve rekombinant P. falciparum CS proteini ile uyarildiginda sitokinlerin
(interlokin 12 ve IFN-y) ve CS-spesifik CD4™ T hiicre yanitlarinin yiiksek seviyede
oldugu tespit edilmistir. Montanide ISA 720 ile formiile edilmis tek doz bir ICC-

1132 sitma hastaligina kars1 yeni bir as1 aday1 olarak umut vadetmektedir.

Tiiberkiiloz Hastahigina Kars1 As1 Gelistirme

Mikobakteriler, mikolik asitlerden olusan bir dis zar ve c¢ok cesitli diger lipidler
icerir (Siroy et al. 2008). Mycobacteria, dis ¢ift katli lipit tabakasi ile kendini korur,
simdiye kadar bilinen en kalin biyolojik membrana ve diisiik gecirgenligi sahiptir.
Bu nedenle etken oldugu hastaligin tedavisi zorlagsmaktadir. B-laktam antibiyotikleri
gibi bircok anti bakteriyel ajanlara kars1 igsel diren¢ olusturmaktadir.
Mikobakteriyel bariyer ve dis zar gram negatif bakterilerden biyokimyasal olarak
farklidir fakat aymi islevleri yerine getirmektedir (Verma et al. 2008). Insanda en
stk hastalik olusturan mikobakteri tiirti, tiiberkiiloz hastaliginin etkeni ve
Mycobacterium kompleksinin bir iiyesi olan M. tuberculosis’tir (Gutierrez et al.
2005).

56



Tiiberkiiloz hastaligina neden olan ve M. tuberculosis olarak isimlendirilen
tiiberkiiloz basili ilk kez 1882’de Robert Koch tarafindan kesfedilmistir. Koch
ayrica, M. tuberculosis’i incelemek ve arastirmalarda bulunabilmek amaciyla
boyama teknikleri gelistiren ve Kkiiltiir olusturabilmek i¢in kat1 besiyerlerini
kullanan ilk arastirmacidir. Koch, 1930’da William Wells tiiberkiiloz basilinin

insanlara inhalasyon (solunum) yoluyla bulastigini kesfetmistir (Taylor et al. 2003).

Basil Calmette-Guerin (BCG) asis1, yaklasik bir asir 6nce Mycobacterium
kompleksinin bir iiyesi olan ve tiiberkiiloz basilinin biitiin yapisal o6zelliklerini
tasiyan, M. bovis susunun zayiflatilmasiyla olusturulmus bir formudur. Camille
Guerin ve Albert Calmette 1921°de oral yolla uygulanan ilk basarili insan BCG
asisinin  mucitleridir. BCG, giiniimiizde TB’ye karsi tek lisanslhi as1 olarak
kullanilmaya devam etmektedir (Colditz et al. 1994). BCG virulansi diisiik canli bir
asidir. BCG agsist ile ilgili calismalar 1930’ da baslamigken, temel g¢alismalar
1950’1erde yapilmistir (Fine 1995).

Asmin ilk kullanimindan baslayarak glinlimiize kadar immiin yanit cevaplarini
O0lcmek amaciyla ¢esitli ¢aligmalar yapilmistir. BCG asisinin aktivasyonunda
farkliliklar bulunmugtur. Tiim bu veriler g6z Oniline alinarak arastirmalar
neticesindeki en 6nemli sonu¢ BCG'nin tiiberkiiloza kars1 etkili koruyucu immiin
yanit sagladig1 fakat pulmoner tiiberkiilozun engellenmesindeki etkinligin ¢ok ama
cok smirlt olmasidir. BCG asilamasini takip eden 15 yilin sonrasinda, BCG'nin
yetiskinlerde pulmoner tiiberkiiloza kars1 koruyucu immiin yanit saglayamadigin

gostermistir (Agger and Andersen 2001).

1921 yilinda ilk kez bir yenidogana uygulanmis ve o zamandan beri 4 milyardan
fazla kisiye BCG asis1 yapilmistir (Starke 2004). BCG’de sus varyasyonu ve
standardizasyondaki eksiklik, bagisiklama sonuglarinin degerlendirilmesindeki
temel sorunlar1 olusturmaktadir (Collins et al. 2006, Grange et al. 1984). BCG’nin
giiniimiizde uygulanan ger¢ek dozu yaklasik 10° kob’dur. Hayvanlarda biiyiik
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dozlar kiigiik dozlara gore sonraki karsilagmada daha iyi sonuglar verdiginden,
uygun olan en yiiksek doz kullanilmaktadir. Bununla birlikte istenmeyen yan
etkilerin daha sik oldugu yenidoganlarda, lokal komplikasyonlar1 azaltmak
amaciyla, daha bliyiik ¢ocuklara yapilanin yar1 dozunda uygulama egilimi vardir

(Starke 2004).

Tiiberkiiloza karsi korunmada yeni asilar ¢aligmalari yapilmasi gerekmektedir.
BCG asis1 primer hastalia kars1 daha 1yi koruma sagladigi halde reaktivasyon veya
reinfeksiyon tipindeki hastaliklara karsi etkinligi zayiftir. BCG asis1 HIV’li
hastalarda da tiiberkiilozu 6nleyememektedir. Asinin herhangi bir populasyonda 15

yildan daha fazla koruma sagladiginin kanit1 yoktur (Fine et al. 2001).

Aday asilarin bazilar1 hayvan modellerinde BCG kadar veya daha iyi aktivite
gostermelerine karsin insanlardaki arastirmalar devam etmektedir. Asilarin
koruyuculugunu belirleyen kanitlanmis veriler saptanamamistir (Dalmia and

Ramsay 2012)

Son 20 yilda molekiiler tekniklerin ve immiinolojinin ilerlemesi ile rekombinant
Mycobacteria subunit proteinleri ve DNA asilart ile ilgili yogun c¢aligmalar
yapilmaktadir. Baz1 arastirmacilar ise BCG agisinin gelistirilmesi ile veya canli,

ateniie M. tuberculosis asist ile ilgili arastirmalar yiiriitmektedir (Reed et al. 2003).

Li ve arkadaslarinin (2014) yapmis olduklar1 calismada; Ad5-CEAB''m immiin
yanitin1 Olgerek degerlendirmek istemislerdir. Bu amagla kobay modeller, Ad-
CEAB ile iki haftalik periyotlarla {i¢ defa intranazal instilasyon (mukozanin as1 ile
temasi) yontemi ile asilama islemini gerceklestirmislerdir. Iki haftalik periyotlarla
ic defa yapilan asilamanin ardindan alinan sonuglara gére Ad5-CEAB’1n in vivo

olarak immiin yanit1 indiikleyebildigini tespit etmislerdir (Li et al. 2014).
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Li ve arkadaslar1 (1999) yapmis olduklar1 diger bir calismada immiinojenik dort M.
tuberculosis antijeni (ESAT-6, MPT-64, KatG ve HBHA) se¢mis ve kobaylar1 kas
ici olarak asilamiglardir. Bunun sonucunda yapilan asilamanin humoral ve
koruyucu immiin yanit verdigi tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore dort
antijenden sadece ESAT-6’nin enfeksiyonun yayilmasini kontrollere gore dnemli

seviyede distirdiigi tespit edilmistir (Li et al. 1999).

Horwitz ve arkadaslarinin (2000) gergeklestirmis olduklar1 bir ¢calismada; Mtb’ de
30 kDa MSP’yi genetik anlamda tanimlayan ve sekresyonunu saglayan iki canli as1
olusturulmustur. Rekombinant asilarin koruyucu immiin yanit1 indiikledigi tespit

edilmistir (Horwitz et al. 2000).

Delogu ve Brennan (2001) yapmis olduklar1 ¢aligmada tiiberkiiloz hastaligina kars1
M. tuberculosis PE, PE PGRS proteinlerini kullanarak rekombinant bir ast
olusturmuslardir. Kobaylarin M. tuberculosis ile enfekte edilmesi esnasinda
rekombinant PE PGRS'e karst hiimoral immiin yanit gozlemlenmistir.
Aragtirmanin sonuglar1 yorumlandiginda, konak¢inin M.tuberculosis ile enfekte
edilmesi sirasinda PE_PGRS genlerinin eksprese edildigi tespit edilmistir (Delogu
and Brennan 2001).

Yakin zamanda M. tuberculosis‘ te bulunan 30 kDa biiyiik bir sekresyon proteinini
ifade eden canli bir rekombinant as1 rBCG30’un, kobay modellerinde tiiberkiiloza
kars1 daha etkili oldugunu arastirmak amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. BCG susu
ile kiyaslandiginda rBCG30, deri alt1 olarak uygulandiginda 30 kDa proteinine
gore, antikor titrelerinin 6l¢lilmesi sonucunda daha fazla hiicre aracili ve hiimoral
immiin yanit tepkileri indiikledigi tespit edilmistir. rBCG30 ile asilanan kobaylar
BCQG ile agilanan kobaylar kiyaslandiginda r30’a kars1 daha gii¢lii immiin yanitlar
gosterdigi tespit edilmistir (Horwitz et al. 2006).

Marcus ve arkadaslari yapmis olduklar1 bir aragtirmada giinlimiizde tiiberkiiloz

hastaligi ile ilgili sorunlara ait ¢oziimleri bulmak amaciyla M. tuberculosis
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kullanilarak iki yeni, canli zayiflatilmis as1 adayr diisiiniilmiistiir; echA7 ve MosR.
Kobaylar, BCG ve hazirlanan diger asilar ile agilanmistir. Elde edilen sonuglara
gore, BCG'ye oranla hazirlanan asilarin kobaylarda daha gilicli immiin yanit

olusturdugu tespit edilmistir (Marcus et al. 2015).

Kita ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada tiiberkiiloz hastaligina karsi iki yeni as1
gelistirmislerdir. HSP65 + mIL-12 / HV] ile asilanan kobaylar, BCG ile asilanan
kobaylarla karsilastirildiginda akcigerler, karaciger ve dalaktaki CFU sayisinin
azalmasi ile saptanmistir. Bu asinin aktifligini arttirmak ve giliclendirmek amaciyla
72f fizyon genini (r72f BCG) ihtiva eden bir rekombinant BCG iiretilmistir.
ELISPOT testi, r72f BCG'nin daha giiglii olarak IFN-y indiikledigini gostermistir.
Kobay modelinde BCG'ye kiyasla daha fazla T-hiicreleri tiretilmistir (Kita et al.
2005).

Langermans ve arkadaslarinin birlikte yiiriittiikleri bir ¢aligmada; TB hastaligi igin,
fare ve kobay modellerinde koruyucu immiin yanit gosteren bunula birlikte umut
vaat eden bir as1 adayr da Ag85B ve ESAT-6'min bir fiizyonudur. Farkli iki
adjuvanla Ag85B-ESAT-6 fiizyon proteini ile maymunlara agilamanin yapilmasi,
M. tuberculosis ile miicadele edilen hayvanlarda bakteri sayisini azalttig
goriilmistiir. Birbirinden bagimsiz iki deneyde, primatlarin Ag85B-ESAT-6 ile
astlanmasinin koruyucu immiin yanitlart indiikledigini gostermistir. Ag85B-ESAT-
6'nin ileri de yapilacak klinik Ol¢iimler icin giiclii bir as1 adayr oldugu tespit
edilmistir. Alt birim asis1 olan Ag85B-ESAT-6 primatlarda immiin yanit
olusturmaktadir. Hem ESAT-6 hem de Ag85B kobaylarda giicli IgG immiin
yanitlarini indiiklemistir. Bilhassa, bu hayvan ESAT-6'ya kars1 en yiiksek seviyede
IgG antikoruna sahipken, diisiik IFN-y seviyesi gosterdigi tespit edilmistir
(Langermans et al. 2005).

Lu ve arkadaslarinin Ag85b ve flizyon proteini ESAT6-CFP10'un birlesiminden
elde edilen rekombinant tiiberkiiloz as1t AEC / BC02 asisim1 gelistirmislerdir. AEC /
BCO2 asis1, farkli zamanlarda kobaylarda antijen spesifik interferon-g salgilayan T
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hiicrelerinin hem yliksek hemde giiclii bir frekans: ile karakterize edilen bir
hiicresel bagisiklik tepkisini ortaya koymustur. Kobay, koruyucu as1 yapilmadan
once (AEC/BCO02) M. tuberculosis'e karsi koruyucu etki gosterememistir. Tiim
bunlarin yam1 sira kobayda, latent bir enfeksiyon modellemesinde, M.
tuberculosis'in yeniden etkin ve etkili bir sekilde kontrol edilmesini saglanmistir.
Ayrica akciger ve dalaktaki bakteri yilikiinii diigtirdiigiide tespit edilmistir (Lu et al.
2015).

Ag85b'ye kars1 gosterilen immiin yanitlar, devamli olarak verilen yanitlara kiyasla
EC'ye verilen yanitlardan daha kuvvetli oldugu ortaya c¢ikmigtir. Tiim bunlar
Ag85b'nin hem daha giiglii hem de daha yiiksek seviyede bir immiinojenik etkisi
oldugunu gostermistir. Yapilan calisma sonucunda tiim veriler ele alindiginda,
AEC/BCO02 asilamasinin, kobaylarda uzun siireli spesifik hiicresel immiin yanit

tepkilerini uyardigimi agiga ¢ikarmistir (Chen et al. 2010, Lu et al. 2015).

Asilanmig rat kobaylarinda LTK63/Ag85B-ESAT-6 ile asilamanin BCG ile
asilanan rat kobaylarma goére immiin yamiti artirdigi tespit edildi. BCG ile
asilananlar rat kobaylarma gore M. tuberculosis LTC63/Ag85B-ESAT-6 asilanmis
rat kobaylarinin akcigerlerinde anti M. tuberculosis’e 6zgiil CD4 T hiicrelerinde
onemli bir artis goézlemlendi. BCG ile asilanmis rat kobaylarma kiyasla
LTK63/Ag85B-ESAT-6 ile asilanmis rat kobaylarinda korelasyon gézlemlendi.
Tim bu sonuglar 1s1g3inda LTK63/Ag85B-ESAT-6 M. tuberculosis’ e karsi
koruyucu bir as1 adayr olmakla birlikte immiin yanit artirma giiciiniin yiiksek

oldugu tespit edilmistir (Dietrich et al. 2006).

Tiberkiiloz hastaligindan etkilenen diger bir sistem santral sinir sistemi
enfeksiyonudur. Yapilan bir c¢alismada, gelisme geriligi ve konstitiisyonel
semptomlar1 olan ve yaygin akciger dis1 tiiberkiilozun ortaya ¢iktigi, iki yasindaki
bir ¢ocuk sunulmustur. Cocugun tiiberkiiloz yakin temasi olarak annesinin yayma
pozitif akciger tiiberkiilozu oldugu ve antitiiberkiiloz tedavi aldig1 belirlenmistir.

Sonug olarak, Hindistan'da, tiim yeni doganlara BCG asis1 yapilmasini ve yayma
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pozitif akciger tliberkiilozlu erigkinlerin temaslilarinin tiiberkiilin testinin yapilarak

isoniyazid proflaksisine alinmasini tavsiye edilmektedir (Patil et al. 2017).

Tiirkiye’de bir hastadan alinan MTB susundan klonlanarak E. coli’den rekombinant
olarak saflastirilan ve Montanide ISA 720 VG adjuvani ile formiillenen OmpA
proteininin BALB/c farelerde indiikledikleri hiimoral ve hiicresel immiin sistem
yanitlart bu ¢alismada ilk defa tespit edilmistir. OmpA formiilasyonunun antikor
(IgG) seviyesini giiclendirmede basarili oldugu saptanmustir. Prados-Rosales et al.
(2017)’nin caligmasinda yiiksek IgG seviyesinin tliberkiiloza karsi korumada etkili
oldugu gosterilmistir. OmpA formiilasyonu ile asilanan BALB/c farelerdeki serum
IL-12 seviyesi adjuvan ve BCG tarafindan tetiklenenden diisiik bulunmustur fakat
asilama siirecinin sonunda OmpA formiilasyonunun tetikledigi serum IFN-y
diizeyiyle BCG agsisinin tetikledigi seviye arasinda istatistiksel bir fark
gozlenmemistir. Boylece, IFN-y diizeyini artirmada OmpA formiilasyonunun BCG
asis1 kadar etkili oldugu tespit edilmistir. Ileride yapilacak ¢alismalarda OmpA
kullanilarak olusturulacak fiizyonlarin daha etkili hiicresel immiin yanait
olusturabilecegi diisiniilmektedir. Bununla birlikte, hiicresel yaniti artiran CpG
oligoniikleotitler gibi farkli adjuvanlarda ¢alismalarda olumlu yonde etkili
olacaktir. Sonu¢ olarak, M. tuberculosis OmpA proteini ile hazirlanacak bir
formiilasyon, ticari BCG asisina alternatif yeni bir rekombinant as1 adayr olarak

kullanilabilir.
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EKB

Kiiltiir Ortamlarimn Icerigi

B1. Luria Broth

Agar 159

Broth 10g

Saf su ile hacmi 1000 m!’ ye tamamlandiktan sonra pH 7 olarak ayarlandi. 121 °C’de
15 dakika otoklavlandi.

B2. Luria Agar:

Agar 15¢

Saf su ile hacmi 1000 ml’ tamamlandiktan sonra pH 7 olarak ayarlandi. 121 °C’de 15
dakika otoklavlandi.
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EKC

Céozelti Icerikleri

C1. Agaroz Jel Elektroforezi

Tris Asetat EDTA Tamponu (TAE 50X)

e Tris-baz 2429
o Glasiyel asetik asit 57,1 mL
e EDTA (0.5M, pH 8.0) 100 mL

Saf su ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanir.

C1.2. Yiikleme Tamponu (10X)

e Bromofenol mavisi (w/v) %0,25
e Ksilen siyanol FF (w/v) %0,25
e Siikroz (w/v) %40

C2. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

C2.1. Akrilamit/Bis

e Akrilamit 146 g

e N.N’-Metilen-bis akrilamit 49
Saf su ile hacmi 500 mL’ye tamamlanir ardindan filtre edilerek 4°C’de 151ks1z ortamda
saklanir.

C2.2. Tris Tamponu (1.5 M)

e Tris-baz 54,45 g

e Safsu 150 mi
Hidroklorik asit ile pH 8.8 e ayarlandiktan sonra hacim 300 mL’ye tamamlanir. 4°C’ de
muhafaza edilir.

C2.3. Tris Tamponu (0.5 M)

o Tris-baz 69

e Safsu 60 ml
Hidroklorik asit ile pH 6.8 ¢ ayarlandiktan sonra hacim 100 mL’ye tamamlanir. 4°C’ de
muhafaza edilir.
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C2.4. Kosturma Tamponu (10X)
e Tris-baz
e Glisin
e SDS

Saf su ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanir.

C2.5. Ornek Yiikleme Tamponu (4X)
e Tris-HCI (1 M, pH 6.8)

EDTA (0.5 M)

Gliserol

SDS

-merkaptoetanol
e Bromofenol mavisi

Saf su ile hacmi 10 mL’ye tamamlanir.

C2.7. Coomassie Mavisi R-250 Boyasi
Coomassie Blue R-250

Metanol

Glasiyal asetik asit

Saf su

C2.8. Boya Uzaklastirma Cozeltisi
e Metanol
e Glasiyal asetik asit
e Safsu

C3. Western Blot

C3.1. Aktarma Tamponu (1X)
e Metanol
o Tris-baz
e Glisin
e SDS
Saf su ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanir.

C3.2. Tris Tamponlu Tuz Cozeltisi (TBS) (1X)

e Tris-baz
e NaCl
Saf su ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanir.

3049
144 ¢g
109

2ml
1ml
4 mil
08¢
0,4 ml
0,008 g

0,25¢
125 ml
25 mi

100 mi

100 ml
100 ml
800 ml

200 ml
3,639
14,4 ¢
0,379

2429
29,2 g



C4. Protein Saflastirma

C4.1. LEW (Lizis-Eliisyon-Yikama) Tamponu (pH 8.0)

o Ure 8 M
e NaCl 300 mM
L NaH2PO4 50 mM

C4.2. DB (Diyaliz Tamponu, pH 8.0)

e NaH,PO, 50 mM
e NaCl 500 mM
o Ure 4M

C5. E. coli Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

C5.1. Tampon 1

e RuCl 100 mM
o KAC 30 mM
(] CaC|2 10 mM
e Gliserol 15%

Seyreltilmis asetik asit ile pH 5.8’e ayarlanir ve filtre edilerek steril hale getirilir.

C5.2. Tampon 2

e CaCl2 75 mM
e RuCl 10 mM
e MOPS 10 mM
e Gliserol %15

0,2 M KOH ile pH 6.5’e ayarlanir ve filtre edilerek steril hale getirilir.

C6. IPTG (izopropil-p-D-tiyo galaktozit) Koloni Se¢imi i¢in
o IPTG 100 mg
e Safsu 1ml
Soliisyon filtre ile steril edildikten sonra -20°C’de muhafaza edilir.

C7. X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indol-B-D-galaktozit)
o X-Gal 20 mg
e Dimetilformamit 1ml
Cozeltinin 1518a kars1 korunmasi saglanir ve -20°C’de muhafaza edilir.
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C8. Plazmit izolasyonu

C8.1. STE Tamponu

e Siikroz (wW/v) %10,3
e Tris-HCI (pH 8.0) 25 mM
e EDTA (pH 8.0) 5 mM

C8.2. Lizis Tamponu
e NaOH 0,3M
e SDS (W/v) % 2

C9.ELISA Antikor Titrelerinin Tespiti i¢cin

C9.1. Karbonat/Bikarbonat Tamponu (0.05 M)
e NayCOs; 1,59¢
e NaHCOs; 3,889
Saf su ile 1000 mL’ye tamamlanarak pH 9.6’ya ayarlanir ve 40C’de muhafaza edilir.

C9.2. Yikama Caozeltisi (1X PBS - 0.1% Tween-20)

e NaCl 8¢9

e KCI 0,29
e NaHPO, 1,44 ¢
e KH,PO, 0,24 g
e Twin-20 1ml

Saf su ile 1000 mL’ye tamamlanarak pH 7.2’ya ayarlanir ve 4°C’de muhafaza edilir.
C9.3. Bloklama Cozeltisi
e 1XPBS - %0,1 Twin-20 igerisinde %2 (w/v) BSA.

C.10 ELISA Serum INF-y Titrelerinin Tespiti I¢cin

C10.1. Kaplama Tamponu (1X PBS)

e NaCl 8¢

e KCI 0.2¢g
e NayHPO4 1449
° KH2PO4 0.24 g

Saf su ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak pH 7.4’e ayarlanir ve 4°C’de muhafaza
edilir.
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C10.2. Bloklama Tamponu

1X PBS icerisinde %4 (w/v) BSA ve %5 (w/v) siikroz.

C10.3. Deney Tamponu

1X PBS igerisinde %2 (w/v) BSA.

C10.4. Yikama Tamponu (1X PBS-0.2% Tween-20)

NaCl

KCI
Na,HPO,
KH,PO,
Tween-20

89
0.2¢g
144 ¢
0.24¢g
2 mi

Saf su ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak pH 7.4’¢ ayarlanir ve 4°C’de muhafaza

edilir.

C10.5. Durdurma Caozeltisi
0,18 M Siilfirik asit
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EKD

Enzimler, Kimyasallar Ve Kitlerin Tedarikgileri

D1.Kimyasallar

Akrilamit

Agar-Agar

Agaroz

Amonyum persiilfat
Ampisilin

Anti-fare IgG
Bovin-serum albiimin
Bromofenol mavisi
CaCl2.2H20
Coomassie Blue G-250
Coomassie Blue R-250
Dimetilformaldehit
dNTPler

EDTA

Etanol

Etidyum bromiir
Formaldehit

Glasiyal asetik asit
Gliserol

Glisin

HCI

IPTG

Kanamisin

KCI

KH2PO4

Luria Broth

Metanol

MOPS
N.N’-Metilen-bis akrilamit
Na2HPO4

NaCl

NaHCO3

NaOH
Penisilin/streptomisin
Fenol/Kloroform/izoamilalkol
Potasyum asetat

RuCl

SDS

Yagsiz sit tozu
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Tedarikgiler

Sigma
Merck
Biomax (Prona)
AppliChen
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Fluka
Fluka
Merck
Fermentas
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Biochrom
Amresco
Merck
Merck
Sigma
Sigma



Stikroz

TEMED

Tris-baz
Tris-HCI
Twin-20

Ure

X-gal

Ksilen siyanol FF
2-merkaptoetanol

D2.Enzimler

BamHI

Bglll

T4 DNA ligaz

Taq DNA polimeraz

D3.Kitler

Jel Ekstraksiyon Kiti

Protino Ni-TED 2000 Kolonlar1
Fare IFN-y Kiti

Fare IL-12 Kiti

pGEMT Easy Vektor Kiti
Plazmit Izolasyon Kiti
Genomik DNA Izolasyon Kiti
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Merck
Sigma
Sigma
Fluka

Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Thermo Scientific
Macherey-Nagel
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Promega

Thermo Scientific
Thermo Scientific
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