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Gunumuzde, tuberkiloz hastaligina karsi kullanilan tek lisansli as1 BCG asisidir. Bu
asinin eriskinlerde koruyuculugu yetersiz oldugu icin etkin yeni tiiberkiiloz asilarinin
gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar baslatilmigtir. Bu tez ¢alismasinda Ulkemizdeki bir verem
hastasindan izole edilmis olan Mycobacterium tuberculosis susundan erp geni
cogaltilarak 6nce pGEM-T sonra pET28-a vektoriine klonlandi. Daha sonra E. coli
BL21 susuna aktarildi ve E. coli’de ifade edilen his-tag’li rekombinant Erp proteini
nikel kolonlar kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan protein yag bazli bir adjuvan olan
Montanide ISA 720 VG ile 7:3 oraninda karistirilarak as1 formiilasyonu hazirlandi.
Rekombinant proteinin antijenik 6zellikleri Western blot deneyi ile kalitatif olarak
analiz edildi. Rekombinant proteine ve BCG asisina 6zglin serum kullanildiginda
beklenen biiyiikliikte bantlar gozlenirken, sadece adjuvana 6zgiin serum kullanildiginda
bant gdzlenmedi. Bununla birlikte Erp’nin hiimoral ve hiicresel bagisikligi tetikleme
kapasiteside  degerlendirildi. Asilama Oncesi ve sonrast IgG  degerleri
karsilagtirildiginda, hazirlanan as1 formiilasyonunun hiimoral bagisiklik yanitini1 anlaml
dizeyde wuyardigi belirlendi. Bu formulasyonun hiicresel bagisikligi tetikleme
kapasiteleri serum interferon-gama (IFN-y) ve interlokin-12 (IL-12) dlzeyleri ile
Olctldd. Erp formilasyonunun IFN-y diizeyini artirmada BCG kadar etkin oldugu
gozlendi ve 15. ve 30. giinlerde BCG’den daha yiiksek IL-12 diizeyi sagladig: tespit
edildi. Elde edilen bulgular dogrultusunda, rekombinant Erp’nin altiinite tUberkiiloz
asis1 gelistirmede kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT
MSc. Thesis

PURPOSE OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ERP PROTEIN AS A
RECOMBINANT AND PREVALENCE OF AN IMMUNITY RESPONSE
ANALYSIS

Rukiye CETIN

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sezer OKAY

BCG is the only vaccine against tuberculosis caused by Mycobacterium tuberculosis
bacteria. Effective new tuberculosis vaccines need to be developed because this vaccine
is insufficient in adults. In this thesis, erp gene from Mycobacterium tuberculosis
strain isolated from a tuberculosis patient in Turkey was cloned into pGEM-T, followed
by pET28-a vector and transferred to E. coli BL21 strain. His-tagged recombinant Erp
protein expressed in E. coli was purified using nickel columns and the vaccine
formulations were prepared by mixing 7: 3 with Montanide ISA 720 VG, an oil-based
adjuvant. The antigenic properties of the recombinant protein were qualitatively
visualized by Western blotting. When using recombinant protein and BCG vaccine-
specific serum, the expected large bands were observed, but no band was observed
when only adjuvant-specific serum was used. Simultaneously, the humoral and cellular
immunity triggering capacity of the recombinant protein was assessed. When comparing
pre- and post-immunization IgG values, it was determined that the prepared vaccine
formulation significantly increased the humoral immune response. The cellular
immunity triggering capacities of this formulation were measured by serum interferon-
gamma (IFN-y) and interleukin-12 (IL-12) levels. Erp formulation was found to be as
effective as BCG in increasing IFN-y levels. Erp formulation was found to provide
higher levels of IL-12 than BCG on days 15 and 30. It is thought that recombinant ERP
can be used to develop the subtype tuberculosis vaccine in the direction of the obtained
findings.

2017, 80 pages

KEYWORDS: Interferon gamma, interleukin 12, tuberculosis, BCG, recombinant
vaccine.
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1. GIRIS

Tiberkiiloz, insanlik tarihi kadar eski bir ge¢mise sahip ve tarih Oncesi ¢aglardan bu
yana bilinen bir hastaliktir (Nikiforuk et al. 2000). Tuberkiloz diger adiyla verem,
cogunlukla Mycobacterium tuberculosis bakterisinin neden oldugu bulasict bir
hastaliktir. Tipik olarak akcigerleri etkilemekte (pulmoner) olup bazen diger bolgeleri
de etkileyebilmektedir (ekstrapulmoner) (Diinya Saglik Orgiitii, 2017). Tlberkiloz eski
caglardan beri varhigim siirdiiren bir hastaliktir. Misir'daki mumyalarda (M.O. 2050—
500) basil gozlenmis olup M.O. 4000-2000 yillarma ait Cin ve Hint kaynaklarinda
tiberkiilozdan bahsedilmekte ve hastaligin ge¢misi Neolitik ¢aga (M.O. 7000) kadar
uzanmaktadir (Smith 2003). 1940-1950'lerde birgok antibiyotigin kesfedilmesiyle,
ozellikle gelismis Ulkelerde tuberkiiloz hastaliginda azalma meydana gelmistir ancak
son donemde fakirlik, niifus yogunlugu ve HIV'in yayilmasiyla tlberkiilozdan dolayi
milyonlarca kisi 6lmustur (Ehebauer and Wilmanns 2011).

Tiirkiye’de veremle miicadelenin Oncii kurulusu olan “Veremle Miicadele Osmanli
Cemiyeti” 1918 yilinda Prof. Dr. Besim Omer Pasa tarafindan kurulmustur. Ardindan,
1923 yilinda Dr. Behget Uz tarafindan “Izmir Veremle Miicadele Cemiyeti Hayriyesi”
ve “Balikesir Veremle Miicadele Cemiyeti” kurulmustur. 1950'1i yillara kadar veremle
savagsmak ic¢in lilkemizde dispanserler ve sanatoryumlar acilmistir. Glinlimiizde ise
veremle savag, Tlrkiye Halk Sagligi Kurumu biinyesindeki Bulasic1 Hastaliklar Kontrol
Programlar1 Baskan Yardimcilifi altinda Tiiberkiiloz Daire Bagkanligi tarafindan

yuratulmektedir (Tirkiye Halk Sagligi Kurumu 2017).

Turkiye'de tuberkilozun 2015 yilindaki mortalite ve insidans oranlart (HIV dahil)
sirastyla 100.000 kiside 0,96 ve 18,12'dir. Ulkemizin Asya ve Afrika'dan gelen
gocmenlerin gecis yeri olmasi ve yetersiz raporlamalar goz Oniine alindiginda bu
oranlarin daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii 2016 kiiresel
tiberklloz raporuna goére, 2015 yilinda yaklasik 10,4 milyon (5,9 milyon erkek, 3,5
milyon kadin, 1 milyon ¢ocuk) yeni tuberkiiloz vakasi tespit edilmistir. Ayrica 2016
raporunda 2016-2035 donemi ic¢in “The End TB Strategy” yani tuberkilozu



sonlandirma stratejisini agiklamistir. Bu hedefe hazirlanmak i¢in 2020-2025 doneminde
2015 oranlarina gore tdberkiloz olimlerini %35, insidansint da %20 azaltma
hedeflenmistir. 2035 yilina kadar ise (2015’e kiyasla) tlberkiloz 6limlerini %95,
insidans1 ise %90 azaltma hedefi belirtilmistir (Diinya Saglik Orgitli 2017). Bu hedefe
ulagsmak icin yeni tuberkiloz tani yontemleri, ila¢ ve asilarin gelistirilmesi hayati

derecede dnemlidir.

Su an diinyada tiberklloza karsi kullanilan tek as1 Albert Calmette ve Camille Guérin
isimli iki Fransiz arastirmacinin 1920'li yillarda, sigir tipi tiiberkiiloz basilini (M. bovis)
zayiflatarak hazirladiklar1 Bacille-Calmette-Guérin (BCG) asisidir. Koruyuculugu son
derece degiskendir. Eriskinlerde BCG asisinin koruyuculugu diisiiktiir. Dolayisiyla,
tiiberkiiloza kars1 gelistirilmis yeni asilara ihtiyag vardir (Zhao et al.2012).

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye’deki bir hastadan izole edilmis olan M. tuberculosis’e ait
Erp proteinin rekombinant bir tiiberkiiloz asis1 gelistirmede kullanilabilirligi arastirildi.
M. tuberculosis izolatindan klonlanarak E. coli’de ifade edilen ve daha sonra
saflastirilan rekombinant protein yag bazli bir adjuvan olan Montanide ISA 720 VG ile
formulize edildi. As1 formiilasyonun, yalnizca adjuvanin ve ticari BCG asisinin BALB/c
farelerde bagisiklik yanitt olusturabilme kapasitesi serumdaki immunoglobulin G,
interferon-gama ve interlokin-12 dlzeyi ELISA yontemiyle Olcilerek sonuglar
istatistiksel olarak birbiriyle karsilastirildi. Elde edilen veriler, Erp’nin yeni tiiberkiiloz

as1 gelistirme stratejisinde yer alabilecek bir antijen oldugunu gostermektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Tuberkuloz

Tuberkiloz, Mycobacterium tuberculosis olarak tanimlanan bir mikobakteri tiirliniin
neden oldugu, degisik klinik goriiniimlere sahip kronik ve nekrotizan bir enfeksiyondur.
Tiiberkiiloz, %80 oraninda akcigerlerde (pulmoner) olmak tizere diger organlarda da
(ekstrapulmoner) gorulebilmektedir (Stead et al. 1996). Tuberkiloz basilini iceren
acrosollerin solunmasi yoluyla hastalik bulagmaktadir. Damlacik seklindeki 5
mikrondan kigiik aerosollerin havada asili kalmasi nedeniyle etken kolayca alveollere
ulasabilir. Enfeksiyon sonucu organlarda ciddi patolojik lezyonlar ortaya ¢ikmaktadir
(Nikiforuk et al. 2000).

Tuberkiloz, iskelet sisteminde de deformasyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle 4000
yil onceki kemik kalintilarinda tliberkuloz varligi saptanmistir. Antik Misir’da ortaya
cikarilan deforme olmus iskeletler o zamanlarda bu hastaligin niifus arasinda yaygin
oldugunu godstermektedir. Italya, Danimarka gibi iilkelerde ve Ortadogu’da 4000 yil
oncesine kadar benzer vakalarin oldugu ortaya ¢ikmistir. Gegmis tarihte Asurlular hasta
insanlarimi tanimlamak i¢in kil tabletler iizerine kan Oksiiren insan figiirleri ¢izmislerdir.
Aym zamanda Hipokrat, M.O 5. yy’da insanlarin gogiis agrisi, oksiiriik ile kan atilmasi

gibi vakalar1 yazmistir (Smith 2003).

Tuberkiloz enfeksiyonu patojenin viicutta oldugu anlamina gelmektedir fakat bagisiklik
sistemi bakteriyi kontrol altinda tutmaktadir. Bagisiklik sistemi makrofajlar tireterek
tiiberkiiloz basilini ¢evreler. Hiicreler basili kontrol altinda tutan sert bir kabuk
olusturur. Tlberkiloz enfeksiyonu olan insanlarin ¢gogu yapilan tiiberkiilin deri testinde
pozitif sonug verirler, diger insanlara enfeksiyonu bulastiramaz ve tiiberkiiloz hastasi
olarak kabul edilmezler. Tiberkiloz enfeksiyonu ve tuberkiiloz hastaligi arasindaki
baslica benzerlikler ve farkliliklar Cizelge 2.1°de verilmistir (Todar 2008).



Cizelge 2.1 Tuberkiloz enfeksiyonu ve tlberkiloz hastaligi arasindaki benzerlikler ve
farkliliklar (Todar 2008)

Tuberkuloz Enfeksiyonu Tuberkuloz Hastahig:

Patojen mevcut Patojen mevcut

Tuberkdlin deri testi pozitif Tuberkalin deri testi pozitif

Akciger gogiis grafisi normal Akciger lezyonlarin1 mevcut

Balgam yayma kadltdrleri negatif Balgam yayma kaltdrleri pozitif
Belirti yok Oksiiriik, ates, kilo kaybi gibi belirtiler
Bulasici degil Tedaviden 6nce bulasici

Tuberkiloz olgusu olarak tanimlanmaz Tuberkiloz olgusu olarak kabul edilir

Tuberkuloz enfeksiyonunda primer ve sekonder olmak fiizere iki faz vardir. Primer
enfeksiyon, genellikle hafif ve belirtisiz olan konagin ilk enfeksiyonudur. Son
zamanlarda mikobakteri ile enfekte olan saglikli bir kisi grip benzeri belirtiler
gosterebilir ve tiiberkiilozdan siiphelenme gibi bir neden olusturmamaktadir. Sekonder
enfeksiyon ise bagisiklik sistemi zayif olan insanlarda hizli bir sekilde sekonder
tiiberkiiloz gelisebilir. Saglikli veya tedavi edilmis insanlarda ise yillarca gizli kalabilir.
Bazi insanlarda enfeksiyon tiiberkiiloz haline doniismeyebilir (Engleberg et al. 2013).
Her yil Diinya Saghk Orgiitii (DSO)'niin yaymimlamis oldugu Kiiresel Tuberkiloz
Raporlari ile tlberkiiloz hastaligina ait tiim veriler diinyada bolgeler ve iilkeler bazinda
ortaya koyulmaktadir. Tlberklloza ait verilerin birgok tilkede kayit altina alindigi
bilinse de bu veriler ¢esitli sebeplerle ililkeden iilkeye derecesi degigsmek iizere eksik ya
da dogru tespit edilmeyen bilgiler icermektedir. DSO’niin her yil yayimladig: veriler
tahmini bilimsel bulgulardir (Rieder 1999).

2.1.1Etiyoloji

Tuberkiloz, insanligin var oldugu zamandan bu yana insan sagligini tehdit eden bir
hastaliktir (Rieder 1999). Tuberkiloz 1650°de tiiketim olarak adlandirilmig ve
mortalitenin 6nde gelen nedenleri arasinda yer almistir. 1882°de Robert Koch tarafindan

yeni bir boyama teknigi ile tiiberkiiloz etmeni bakteriler belirlemistir (Engleberg et al.



2013). Tlberkiloz, bir mikobakteri tirt olan M. tuberculosis olarak isimlendirilen
mikroorganizmanin neden oldugu degisik klinik gorinimlere sahip kronik ve
nekrotizan bir enfeksiyon hastaligidir (Stead et al. 1996).

Tiberkiiloz basilinin genomlar1 i¢inde gerceklesen delesyon olaylarindan kaynaklanan
degiskenlikler sonucunda tiiberkiiloz kompleksi ortaya ¢ikmistir. Bu kompleks, M.
tuberculosis kompleksi olarak adlandirilmaktadir. Kompleks igine, M. tuberculosis, M.
africanum, M. bovis ve M. microti patojenleri dahildir (Brosch et al. 2002). Bu tirler
genetik olarak birbirine %85-100 olarak benzerdir fakat bunlarin epidomiyolojisi
farklidir. M. tuberculosis insanlarda ve hayvanlarda temas sonucunda hastaliga neden
olur. M. africanum Afrika insanlarinda tiiberkiiloza neden olur. M. microti tarla
farelerinde hastaliga neden olurken M. bovis evcil ve yabani hayvanlarda hastalik

olusturmada genis bir yelpazeye sahiptir (Frothingham et al. 1994).

Mycobacterium africanum

M. africanum ekvatoral Afrika’daki insanlardan izole edilmis M. tuberculosis kompleks
uyesidir. M. africanum tarafindan olusturulan hastalik M. tuberculosis ve M. bovis ile
olusturulan hastaliga benzerdir. M. tuberculosis gibi bu patojende aerosol iletim yoluyla
bulagsmaktadir. M. africanum’™un insan tiiberkiilozuna neden oldugu Avrupa’da
bildirilmistir (Desmond et al. 2004). M. africanum en sik Bati Afrika iilkelerinde
bulunan, tiiberkiiloz vakalarinin dortte birini olusturan bir patojendir. Sadece insanlari
etkilemekte olup hastaliga agik kisiler arasinda hava yolu ile bulasmaktadir. M.
tuberculosis’e benzer enfeksiyon ilerleme derecesi vardir fakat bagisiklik sistemi
hastaligin ilerlemesinde daha az gorev yapmaktadir. Dolayisiyla M. africanum endemik
bir patojendir ve HIV ile enfekte olmus kisilerde olusma durumu daha olasidir

(Skerman et al. 1980).



Mycobacterium bovis

M. bovis, M. tuberculosis kompleks {iiyeleri i¢inde en genis konak araligina sahip olup
hayvanlar1 bazen de insanlar1 enfekte etmektedir. Kompleksin diger iiyelerine kiyasla
M. bovis’in tamimlanmasi net bir farklilikla fenotipik ve biyokimyasal 6zelliklerine
dayali olmustur (Kubica et al. 2006). M. bovis’in insanlar i¢in en 6nemli bulagma
kaynagi kontamine, pastorize edilmemis siit tiikketimi olmakla birlikte enfekte hayvanlar
ile direkt temas veya hasta ciftlik hayvanlarinin ¢ikarttigi enfeksiyoz aerosollerin
solunmasidir. insandan insana gecis ¢ok nadir olmakla birlikte, 6zelikle bagisiklik
sistemi baskilanmig kisiler arasinda ge¢is oldugu dogrulanmigtir. Birgok olguda
M.bovis’in Kklinik ve patolojik ozellikleri M. tuberculosis enfeksiyonundan ayirt
edilememektedir. Bu nedenle bu hastalarda M. bovis 'in insidansi1 bilinmemekte, koruma

ve tedavi stratejileri de sekillenememektedir (Aslan vd. 2009).

Mycobacterium microti

M. microti M. tuberculosis kompleks iiyesidir. Bu tiir aslinda kiigiik kemirgenler ve kir
farelerinde patojen olarak tanimlanmaktadir. Grup icinde kromozomal DNA'’sinda
silinen spesifik bir bolgenin yoklugu ile tanimlanmaktadir (Smith et al. 2009). Bu
patojene lama, domuz, gelincik gibi bazi memeli hayvanlarda da rastlanmistir. Son
zamanlarda yapilan calismalara dayanarak patojene insanlarda da rastlanmistir. M.
microti ilk kez 1930’larda tarla farelerinden izole edilmis ve as1 kokeni olarak da

kullanilmistir (Gutierrez et al. 2005).

2.1.2Tam

Tuberkiloz tanisinda diinya ¢apinda en yaygin yontem, balgam orneklerinde bakterinin
mikroskop altinda incelenmesine dayanan, 100 y1l 6nce gelistirilmis olan balgam yayma
mikroskopisidir. Son yillarda tiberkiloz tani teknolojilerindeki gelismeyle birlikte, hizli
molekdler tuberkiloz tani testleri kullanilmaya baglanmistir. Gelismis laboratuvar

kapasitesi olan iilkelerde kiiltiir metotlariyla da tiiberkiloz tanisi yapilabilmektedir



(Diinya Saglik Orgiitii, 2017). Ttberkiloz hastaligma yakalanan bireylerin kesin tanisi
aliman Orneklerde tuberkiloz basilinin teshisi ile ortaya konulmaktadir. Bu tani ge¢mis
yillardan beri mikroskopla inceleme ve kiiltiire dayandirilmistir. Kiiltiir ile yapilan
incelemelerde 2 ile 6 haftada sonu¢ alinmasi, mikroskopla yapilan incelemelerin
duyarliligmin diisiik olmast sebebi ile arastirmacilar yillardir tiiberkiiloz tanisi igin hizl
ve daha duyarli yeni teshis yontemleri gelistirmeye caligmiglardir (Lisby 1999).
Tiberkiilozun ilk tanis1 saflastirilmis protein tiirevi kullanilan tiiberkiilin deri testidir.
Test 48-72 saat icinde okunur ve enjeksiyon yerinde 10 mikrometre ¢apindan biiyiik
yuvarlak, sert yumru gelisirse testin pozitif oldugu anlasilir. Bagisiklik sistemi zayif
olan ozellikle AIDS hastalarinda ortaya cikabilir. Pozitif testin ardindan daha kesin
sonuclar elde edebilmek i¢in goglis rontgeni, kiiltlir bliylimesi ve serum muayenesi
yapilabilmektedir (Frothingham et al. 1994). Kdltir buylme kesin bir test olarak
kullanilirken serum muayenesi bakteri varligimi her zaman gostermemektedir. Kultir
blylme testindeki en biiyiikk sorun organizmanin yavas biiylimesidir. Tiiberkiiloz
tedavisinde sik kullanilan ilaglar, izoniazid, rifampisin ve streptomisin sayilabilir.
Bakterinin giderek ilaca dayanikli olmasi sebebi ile birkag¢ ilag birlikte kullanilabilir
(Engleberg et al. 2013).

2.1.3Kontrol

Bilim adamlar1 hastalikla miicadele i¢in hedefler belirlemis fakat hastalar1 tedavi edecek
araclara sahip degillerdi. Enfeksiyonun yayilmasini engellemek i¢in hastalikli insanlari
toplumdan izole etmiglerdir. 1940 yilinda antibiyotiklerin iiretimi hekimler tarafindan
hastaligin tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmistir. Tiiberkiiloz tiim diinya da hala
eriskinlerde 6nemli bir 61iim nedeni olmaya devam etmektedir ancak gelismis tilkelerde
bu sorun en aza indirilmistir (Todar 2008). Yasam standartlari, tibbi tedbirler ve tani
yontemlerinin 1iyilestirilmesi durumunda tiiberkiiloz etkeninin yayilmasi kontrol
edilebilir. Tiberkiilozun yayilmasini O6nlemek i¢in anahtar etken erken tedavidir.
Tedavinin ilk asamalarinda yayilmayr Onlemek i¢in temas halinden kaginilmasi
gerekmektedir. Gelismekte olan iilkelerde hastaligin kontrol edilmesi daha zordur

(Nikiforuk et al. 2000). Tiberkiiloz ve yayilmasini 6nlemek i¢in uygun egitimlerin



yapilamamasi ve yiiksek maliyetli ilaglarin alinamamasi durumunda hastaligin 6niine
gecilmesi zordur. Bacille Calmette-Guerin (BCG) asis1 sigir enfekte eden zayiflatilmig
bir M. bovis asisidir. BCG hastaligi mutlak olarak engellemez fakat akciger hasarlarinin
siddetini azaltir. As1 tiiberkiiloz goriilen ¢ogu lilkede kullanilmasina ragmen Amerika
Birlesik Devletleri’nde kullanilmamaktadir. BCG asis1 uygulanan insanlarda bir siire
sonra yeniden tiiberkiilin deri testi uygulanmaktadir (Engleberg et al. 2013). Avrupa
Ulkelerinde 18. ve 19. yiizyillarda agir salginlara ve Oliimlere yol agan hastalik 20.
Yiizyilin basindan bu zamana kadar kemoterapiden bagimsiz olarak azalmaya
baslamistir. Az gelismis lilkelerde ise bu hastalik 20. yiizyilda yayilmaya baslamis ve
salgin tepe noktasmna yeni ulagsmistir. Bu salginla karsilagan iilkelerde yoksulluk,
tiiberkiiloz kontrol programlarinin etkili uygulanamamasi ve 0zellikle Afrika ve Gliney
Dogu Asya iilkelerindeki HIV/AIDS salgini tiiberkiiloz hastaliinin kontrol altina

alinmasini zorlagtirmistir (Rieder 1999).

2.2 Mycobacterium tuberculosis

Prokaryot aleminden, Firmicutes bolimiinden, Actinobacteria  sinifindan,
Actinomycetales takimindan, Mycobacteriaceae ailesinden, Mycobacterium cinsinden,
M. tuberculsosis (Zopf, 1883) turidur.

Mycobacterium cinsi, ¢ok eskiden tanimlanan insan ve hayvanlar etkileyen
patojenlerdir. Mikobakterileri tanimlamak i¢in kullanilan 6zellikleri, hareketsiz
olmalari, hafif kavisli ve ¢cubuk seklindeki morfolojisi ve aside direngliligi basta olmak
Uzere gram pozitif, sporsuz, kapsiilsiiz mikroorganizmalardir (Rastogi et al. 2001).
Bilindigi tizere mikroorganizmalarda kapsiil bulunmamasina ragmen hiicre duvarlarinda
cok kompleks lipitler bulunmaktadir. Bu madde mikroorganizmayr hem ¢evresel
kosullarin etkisinden korur hem de normal boyalarla boyanamama o6zelligini de
meydana getirir (Griffith 1999). Actinomycetales takimindan Mycobacteriaceae

ailesinde tek cins Mycobacterium cinsidir. M. tuberculosis, insanlarda etkilidir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_tuberculosis

Kopek gibi bazi ev hayvanlarina da insanlardan gegebilen bu etken tiiberkiiloz
hastaliima neden olur. M. bovis sigirlarin tiiberkiiloz etkenidir. insanlardaki
tlberkilozun da ikinci derecede sorumlusudur. M. avium kanatlilarin tiiberkiiloz
etkenidir (Rastogi et al. 2001). M. paratuberculosis sigirlarda paratiiberkiloz etkendir.
M. lepra insanlarda clizzam hastaligina neden olur. M. marinum baliklarin tiiberkiiloz
etkenidir. Insanlara bulasmasi halinde tiiberkiilozun deri formuna neden olur. M.
tuberculosis disinda kalan tiim mikobakterler tiiberkiiloz dis1 mikobakterler olarak
bilinir (Griffith 1999).

M. tuberculosis, gram pozitif, 1-4 um uzunlugunda 0.3 — 0.6 um eninde, ince ve bazen
hafifce kivrik, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz comak seklinde bir bakteridir (Sekil 2.1).
Yavas biiyiiyen, zorunlu aerob, olumsuz kosullara olduk¢a dayanikli ve uzun siire
canliligin1 koruyabilen bir bakteridir. Asit ve bazlara kars1 direnclidir ve gram boyasi ile
boyanmazlar. Ayni zamanda dormansi Ozelligi gosterirler ve hiicre ici patojendir.
Patojenin ikiye boliinme siiresi ortalama 18 saattir. Bu nedenle kati besiyerlerinde
kolonileri ancak 2-3 haftada goriiniir hale gelmektedir. Kolonilerin kenarlar1 diizensiz,
yiizeyi pirtizlii ve kurudur (Sekil 2.2) (Cole et al. 1998). M. tuberculosis uzaktan
Actinomycetes’lerle iligkilidir. Birgok patojenik olmayan mikobakteriler insan florasinin
normal bilesenleridir. M. tuberculosis akcigerlerin iyi havalandirilmig st loblarinda
bulunur. M. tuberculosis blyumesi icin, yumurta bazli agar besiyeri ve Lowenstein-
Jensen besiyeri kullanilmaktadir. M. tuberculosis her iki ortamda da biiyitiildiigiinde
kiigiik ve devetiiyii renginde koloniler olusturmaktadir. Koloniler iki ortamda da

yaklagik 4-6 haftada olugsmaktadir (Todar 2008).

Hastalik etkeni M. tuberculosis, hiicre i¢cinde ve makrofajlar i¢inde ¢ogalabilir. Yetersiz
sterilizasyon sonucunda lokal doku ve hiicre i¢i ortamini degistirerek kazedz nekroz ve
granuloma olusumuna neden olmaktadir. Cesitli mikobakteri tiirii enfeksiyonlari,
makrofajlar igerisinde siklik AMP (cAMP) patlamasina neden olarak hiicre i¢i sinyal
iletimini etkiler. Bakteriyel patojenler, konak hiicrede cogalmak icin enfeksiyon
sirasinda son derece spesifik mekanizmalar gelistirmistir. Genel bir stratejiye gore
enfeksiyon etmeninin konak hticreye girmesiyle cCAMP gibi modile enzimlerin sinyal

iletimlerini alt st ettigi sOylenmektedir. M. tuberculosis, hicre iginde hayatta


https://tr.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_bovis
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mycobacterium_avium&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Paratuberculosis
https://tr.wikipedia.org/wiki/Parat%C3%BCberk%C3%BCloz
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mycobacterium_lepra&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/C%C3%BCzzam
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mycobacterium_marinum&action=edit&redlink=1

kalabilmek i¢in ¢esitli mekanizmalar1 kullanarak konak canlinin fagozom olusumunu

engeller (Agarwal et al. 2009).

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp |———mp0——{ 2um
30.0 kV 3.0 15549x SE 74 0 jhc &

Sekil 2.1 M. tuberculosis elektron mikroskop gorintusi (Todar 2008)

Sekil 2.2 M. tuberculosis koloni yapis1 (Kubica et al. 2006)

Genomik dizi analizi tamamlanan ilk M. tuberculosis susu H37Rv’dir. M. tuberculosis
H37Rv’nin genomu 4,411,532 baz ciftinden (bp) ve yaklasik 4000 genden olusmaktadir
(Sekil 2.3).
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Kromozom halkasal yapida ve Escherichia coli genomuyla yaklasik ayni biiytikliiktedir.
M. tuberculosis’in genomu yaklagik 7 milyon bp’lik kromozomu olan M. smegmatis
gibi hizli iireyen cevresel mikobakteri tiirlerinden daha kisadir. Bu durum hiicre igi
ortamdaki genetik izolasyona ve hiicre ici ortamda gereksiz olan genlerin kaybina
baglanmaktadir (Brosch et al. 2000).

H37Rv -

5 ~ % 11
-- M. tuberculosis ~ =i l
4411529 bp 1

Sekil 2.3 M. tuberculosis genom yapisi (Cole et al. 1998)

M. tuberculosis genomunun ortalama G-C igerigi %65,6’dir. Genomundaki yiiksek G-C
igerigini yansitacak sekilde M. tuberculosis Gly, Ala, Pro ve Arg’den zengin proteinler
icerirken, A-T’den zengin kodonlarin kodladigi Lys ve Asn amino asitleri diigiik
oranlarda bulunmaktadir. YUlksek G-C igerigi bakterinin aerobik yasam sekliyle
iligkilidir. Buna kargin, M. tuberculosis anaerobik ortamlara da uyum saglayabilecek
metabolik potansiyele sahiptir (Brosch et al. 2000). M. tuberculosis kodlama kapasitesi,
cok buytk bir bolima lipogenez ve lipolizde gorev alan enzimlerin Gretimi icin
ayrilmistir.  Glisin agisindan zengin proteinler, tekrarlayan yapisi ile antijenik
varyasyon kaynagini temsil edebilir.

Genom i¢inde 3,924 acgik okuma cergeveleri ve kodlama kapasitesi %91 olarak

tanimlanmistir. Genom G-C igerigince zengin oldugu i¢in baslama kodonu GTG’dir.

11



Genelde translasyon ATG ile baslarken M. tuberculosis (%35), B. subtilis (%9) ve E.
coli (%14) GTG ile baglamaktadir. (Cole et al. 1998). M. tuberculosis genomunda
yaklasik 4.000 gen mevcuttur. Bu genlerin 525’1 hiicre duvar1 ve hiicre siireglerine
katilmaktadir. 188 gen ise diizenleyici proteinleri kodlamaktadir. 91 gen viriilans,
detoksifikasyon ve adaptasyonda gorev almaktadir. 200°den fazla gen yag asitleri
metabolizmasinda gorevli enzimleri kodlamaktadir. Bu genler dogrudan ya da dolaylh

olarak virllansta gorev alabilir (Todar 2008).

M. tuberculosis bilindigi kadariyla diger bakterilerden daha genis bir protein ailesine
sahiptir. Bu protein ailelerinin en g0ze carpan biyolojik etkileri arasinda lipit
metabolizmasi, transport ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi sayilabilir (Cizelge 2.2).
Gunidmuzde M. tuberculosis acik okuma gercevelerinin (orf) ancak yarisinin islevleri
tam olarak belirlenebilmistir. PE ve PPE proteinleri basta olmak iizere bazi protein
ailelerinin gorevleri heniiz tam olarak bilinmemektedir. M. tuberculosis genomunun
1/3’linden fazlasi eriyik madde ve transport sistemlerinin de i¢inde bulundugu hiicre

duvar1 komponentlerinin sentezine, ara metabolizmaya ve solunuma ayrilmistir.

Cizelge 2.2 M. tuberculosis genlerinin islevlerine gore dagilimi (Brosch et al. 2000)

Islev %
Ara metabolizma ve solunum 22
Hiicre duvari, hiicre islemleri 17
Lipit metabolizmasi 6
Diizenleyici proteinler 5
Virilans ve adaptasyon 2

Genom dizisi yoniinden bakildiginda, tiiberkiiloz basili ihtiya¢ duydugu esansiyel amino
asitleri, vitaminleri ve enzim kofaktorlerini sentezleme potansiyeline sahiptir (Brosch et
al. 2000). M. tuberculosis’in hiicre duvarinda bol miktarda lipit bulunur. Cok az sayida
mikroorganizma M. tuberculosis’te ki gibi farkli lipofilik molekilleri Gretebilecek lipit
metabolizmasina sahiptir. Tiiberkiiloz basillerinde bilinen {irlinlerden daha fazla sayida

potansiyel lipit biyosentezi aktivitesini kodlayan gen bulunmaktadir (Pym and Small
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2006). M. tuberculosis birgok antibiyotige dogal olarak direnglidir ve buda tedaviyi zor
hale getirmektedir. Bu direng, esas olarak gecirgenlik bariyeri gorevi olan son derece
hidrofobik hiicre zarindan kaynaklanmaktadir. Ancak birgok potansiyel direng
belirleyiciler genomda kodlanmistir. Bu diren¢ mekanizmalar1 hakkinda mevcut olan
bilgiler sayesinde ilaglarin daha iyi kullanimi ve yeni tedavilerin gelistirilmesi

saglanmaktadir (Cole et al. 1998).

M. tuberculosis hiicre duvari prokaryotlar arasinda benzersiz bir yapiya sahiptir ve
virlilans 6zelliginde biiyiik rol oynamaktadir (Todar 2008). Tiiberkiiloz basilinin hiicre
duvari diger bakterilere gore ¢ok daha kalindir ve yiiksek oranda lipit igerir. Hiicre
duvarinin dis kismi mikolik asit denen, 60- 90 karbonlu, uzun ve dalli yag asitlerinden
olusur (Brennan 2003). Hiicre duvarinin %50’sini olustururlar. Mikolik asit hiicre
yiizeyindeki gecirgenligi kontrol eden ve organizma etrafinda lipit kabuk olusturan
hidrofobik molekullerdir. Muhtemelen organizmay1 fagositik, lizozim ve oksijen
radikalleri gibi saldirilardan korumaktadir (Todar 2008). Mikobakterilerin hiicre duvar
yapisi gram (+) ve gram (-) bakteri tiirlerinin hiicre duvari yapisindan oldukga farkli
kompleks bir yapidadir (Sekil 2.4). Bu komplekste en i¢ tabaka diger bakterilerde de
gorilen plazma membranidir. Orta tabaka, peptidoglikan, arabinogalaktan ve mikolik
asit esterlerinden olusmaktadir. Dig tabaka ise hiicre duvar yapisinin %60’ 11 olusturan

ve lipitleri igeren mikozid tabakadir (Bhamidi 2009)

Mikolik asitler arabinogalaktan molekiilleri araciligiyla daha i¢ kisimdaki peptidoglikan
tabakasina baglanirlar. Hiicre duvarinin i¢ kismii olusturan peptidoglikan tabakasi,
tiiberkiiloz basilinin seklini veren ana yapi olmanin yani sira, yapisal biitiinliigiin
korunmasinda da oOnemlidir. Distan i¢e dogru mikolik asit, arabinogalaktan ve
peptidoglikandan olusan bu saglam yapi, bir zirth gibi mikobakteri hiicresini gevreler.
Bu yapinin saglamligi, lipoarabinomannan, mannofosfoinositid, serbest lipit ve
polipeptidlerin de katilimiyla, daha da artar. Arabinogalaktan tabakasi, mikolik asitlerle
peptidoglikan arasinda koprii gorevi goren dallanmis bir polisakkarittir (Sekil 2.5)
(Brennan et al. 2003).
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Sekil 2.4 Gram (+), gram (-) ve mikobakteri hiicre duvar yapilar1 sematik gosterimi
(Matee 2011)
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Sekil 2.5 M. tuberculosis hiicre duvar yapisi (Brennan et al. 2003)
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Mum kivamindaki bu kalin hiicre duvari bir¢ok ila¢ molekiiliiniin hiicre i¢ine girisini
engelleyerek dogal bir direng olusturur. M. tuberculosis’e etkili olacak ilaglar oncelikle

bu tabakadan kolayca gegebiliyor olmalidir (Ryll et al. 2001). Bunun yani sira lipitge
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zengin bu kalin hiicre duvari, mikroskobik inceleme amaciyla uygulanan bir¢cok boyanin
hiicre icine gecisine de engel olur. Bu nedenle mikobakterilerin boyanabilmesi amaciyla
diger bakteriler i¢in kullanilan boyama yontemlerinden daha farkli boyama yontemleri

kullanilir (Van-Deun et al. 2008).

M. tuberculosis hiicre duvarindaki yiiksek lipit konsantrasyonu bakteriye, boyalara karsi
gecirgenlik, antibiyotiklere, Oldiirlicii asit ve bazlara ve ozmotik lizise karsi direng
kazandirmaktadir (Todar 2008). Zengin lipit icerikli hiicre duvari, tiiberkiiloz basilini
diger bakterilerden farkli kilan ve kendine has bir bakteri tiirii olmasina katkida bulunan
bir 6zelliktir. Hiicre duvarindaki lipit oraninin yiiksek olmasi tiiberkiiloz basilini yapisal
olarak farkli kilmasmin yani sira, iireme ve hastalik olusturma mekanizmalarini da
etkilemektedir (Gao et. al 2004). Tulberkiloz basilinin kendine has 0Ozellikleri olan
yavag iireme hizi ve bilinen bir¢ok ilaca direngli olmasinin temelinde, hiicre duvari
gecirgenliginin az olmasi yatmaktadir. Gegirgenligin az olmasinda zengin lipit
iceriginin yani sira, hiicre duvarinda bulunan gecis kanallarinin diger bakterilere gore

daha az olmasi da rol oynamaktadir (Niederweis 2003).

2.3 Virulans Faktorleri

Bilinen en Onemli insan patojenlerinden biri olmasina karsin M. tuberculosis’in
patojenitesi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. 1890’larda Robert Koch tiiberkiiloz
basilinin toksin liretmedigini gostermistir. Bugiin artik hastaligin patolojisinin tiimiiyle
olmasa bile daha ¢ok konagm bakteriyel antijenlere karsi olusturdugu abartili hiicre
aracili immiin ve inflamatuar yanit sonucunda olustugu bilinmektedir (Pym ve Small
2006).

M. tuberculosis viriilans1 olaganiistii karisik ve ¢ok yonliidiir. Organizma dogal olarak
toksin Gretmemesine ragmen yapisal olarak biiyiik viriilans repertuarina sahiptir. M.
tuberculosis viriilansina katkida bulunan genel 6zellikleri;

Hiicre girisi icin ©6zel mekanizmalar; hiicre duvarinda makrofajlar {izerindeki
reseptorlere dogrudan ya da dolayli baglanabilen glikolipitlerdir. Hicre igi biyume; M.

tuberculosis hiicre ici biiyiir. Bu bagisiklik sisteminden kagmada etkili bir aragtir. Ozel
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olarak antikorlar ve komplementler etkisizdir. M. tuberculosis fagozom membranini
degistirebilen bir protein salgilayarak fagozom-lizozom fuzyonunu inhibe edebilir
(Todar 2008). Oksijen radikallerinin detoksifikasyonu; M. tuberculosis gergeklestirdigi
Uc mekanizma ile fagositoz suresince Uretilen oksijen radikallerinin toksik etkilerine
kars1 miicadele edebilir; glikolipit iceren bilesikler oksidatif sitotoksik mekanizmay1
dizenler. Kompleman reseptorleri lizerinden makrofaj alimini atlayabilir. Oksidatif
patlama katalaz iiretimi ve siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan etkisiz hale
getirilebilir. Antijen kompleksi; bu kompleks M. tuberculosis tarafindan salgilanan bir
protein grubudur. Bu proteinler bakterinin hastalik olusturma mekanizmasina katkida
bulunur (Cole et al. 1998).

Kdltdr filtre proteinleri; M. tuberculosis kiiltiir filtre proteinleri, bakterinin biiyiitildigii
kiiltiir ortamina biraktig1 bilesiklerdir. Yaklasik 200 tane olan bu proteinlerin salgilanma
mekanizmas1  bilinmemektedir. Birgok tlberkiiloz hastasinin serumunda bu
proteinlerden bazilar1 tanimlanmistir. Kiiltiir filtre proteinleri konak canlinin bagigiklik
mekanizmasin tesvik etmektedir. Enfeksiyon sirasinda bakterinin yasami i¢in 6nemli

enzimler kiiltiir filtre proteinleri arasinda bulunurlar (Smith 2003).

Yavas biiylime; M. tuberculosis yavas biiyiimesinden dolay1 bagigiklik sistemi bakteriyi
kolayca tanimayabilir ve ortadan kaldirmak i¢in yeterince tepki gostermeyebilir. Hiicre
duvarimin yiiksek lipit konsantrasyonu; antimikrobiyal ajanlara karsi dayaniklilik,
gecirgenlik, hiicre i¢i ve hiicre disi ortamda asidik ve alkali bilesiklerin Oldiiriicii
etkisine kars1 direnglilik ve lizozomlarin osmotik lizisine kars1 direnglilik saglamaktadir
(Niederweis 2003). Kord faktori (trehaloz 6, 6’ dimikolat), M. tuberculosis virulansi ile
iliskili, memeli hiicrelerde toksik ve inhibit0r olarak gorev yapan glikolipitdir (Todar
2008). Son yillarda M. tuberculosis’in viriilanst ve patojenitesiyle iligkili ¢ok sayida
gen bildirilmistir (Cizelge 2.3). M. tuberculosis’te viriilansla iliskili genler hayvan
modellerinde genin inaktivasyonunun viriilans kaybina, genin tamamlanmasinin ise
vahsi viriilan fenotipin olugsmasina yol actig1 gosterilmektedir (Pym ve Small 2006).
Hiicre yiizey bilesenleri; mikobakteriyel hiicre duvari ve hiicre zar1 bir¢ok protein, lipit
ve karbonhidrat iceren karmasik bir yapidir. Bu alt bilesenler mikobakteriye 6zgunluk
ve viriilans 6zelligi kazandirmaktadir (Sekil 2.6) (Smith 2003)
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Cizelge 2.3 M. tuberculosis’te deneysel olarak tanimlanmis bazi viriilans faktorleri
(Pym and Small 2006)

Kategori Gen ad1 Protein fonksiyonu
Protein erp Disartya salgilanan tekrar
proteini
Lipit sentezi pks12 Poliketit sentaz
Hicre-hiicre pknG Protein kinaz
etkilesimi
Metabolizma ginAl Glutamin sentezi
Protein sekresyonu esat6 Erken salgilanan antijen
Gen regulasyonu furA Transkripsiyonel regulator
sz A
T PAT DAT
TOM SL
5 i > pA
Mikololik g J
asit
Arabinogalaktan : :ﬁ
Peptidoglikan e e
3 P PstS-1 ' PhoR
Sitoplazmik PstS31\ A5 Brap
membran 3T o ;T MprS DosRt
o

DNA . MprA
S a2 o

Sekil 2.6 M. tuberculosis hiicre duvari yapisinda bulunan hiicre yiizey proteinlerinin
sematik gosterimi (Forrellad et al. 2012)

Virtilans ile iligkili olarak ilk enfeksiyondan sonra konak canli i¢cinde bulunan bakteri
sayisida Onemli olmaktadir. M. tuberculosis bir hiicre i¢i patojeni oldugundan ve
genelde makrofaj hiicrelerini enfekte ettiginden dolayr fagositik hiicreler M.
tuberculosis patojenitesini analiz etmek igin kullanilabilir. Insan makrofajlarini elde
etmek zor oldugundan bu tir caligmalarda model organizmalarin makrofajlar
kullanilmaktadir. M. tuberculosis virllans faktorleri, proteinlerin bilinen veya tahmin

edilen iglevlerine gore gruplandirilmistir (Cizelge 2.4) (Smith 2003).
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Cizelge 2.4 M. tuberculosis virtlans faktorleri (Smith 2003)

Hiicre Salgis1 ve | Hiicre Metabolizmas1 ile | Transkripsiyon

Zarf Islevi Tigili Enzimler Duzenleyiciler
Kaltar filtre | Lipit ve yag asidi | Sigma faktorleri
proteinleri metabolizmast
Hicre yuzey | Aminoasit ve pirin | Cevap duzenleyiciler
bilesenleri biyosentetik genleri

Metal alimi Diger transkripsiyon

duzenleyiciler

Anaerobik solunum ve

oksidatif stres proteinleri

2.4 Erp (Exported repetitive protein)

Erp, mikobakteri tiirlerinin hiicre dis1 protein ailesinin 6zel bir tiyesidir (Kocincova et
al. 2004). erp, Mycobacterium leprae’de bulunan 28 kDa’lik antijen kodlayan irg (iron
regulatory gene) ile benzer bir sekansa sahiptir (Berthert et al. 1995). Erp, M.
tuberculosis’in in-vivo olarak yasayabilmesi ve ¢ogalmasindaki roliiyle bilindigi {izere,
virtilans ile iligkili 6nemli bir faktordiir (Ganaie et al. 2016). 855 b¢’lik erp geni 284
aminoasit uzunlugunda ve 28 kDa molekiiler agirliginda bir protein kodlamaktadir. Erp
hiicre duvarinda, hiicre biiylimesi ve cogalmasinda fonksiyon godsteren bir yizey
proteinidir. Bunlara ek olarak hastalik olusturma mekanizmasinda da rol oynamaktadir

(Cizelge 2.5) (de Mendonga-Lima et al. 2001).

Erp ayrica P36, PirG ve Rv3810 olarak da bilinen, bir Mycobacterium hiicre dis1 protein
ailesinin spesifik bir Oyesidir. Mikobakterilerde ¢ogu viriilans genleri hiicre duvari
yapist ve fonksiyonuna katilan proteinleri kodlamaktadir. Bu proteinlerden biri olan
Erp’nin bagisiklik baskilayici bir antijen oldugu ve bir¢ok hastalik olusturma
mekanizmasinda rol aldigi belirlenmistir (Berthet et al. 1998). Erp’nin {i¢ alandan
olusan kompozit bir yapisi vardir. Amino (-N) ve karboksi (-C) terminal alanlar

korunurken merkezi alan yiiksek diizeyde degiskendir. Merkezi bolgeler, tiiberkiiloz
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kompleks tiyeleri arasinda ayni olurken diger iki alan (amino ve karboksi terminali)
tiirler arasinda oldukca korunmustur. Amino terminal bolgesi kanonik (dogrulanmis) bir
sinyal sekansi igerir. Karboksi terminalinde ise prolin ve alanin bakimindan zengin

hidrofobik bolge bulunur (Kocincova et al. 2004).

Bu tiir yapisal ozellikler, gram pozitif bakterilerin hiicre duvari ile iligkili olan ylizey
proteinlerini animsatmaktadir (Berthert et al. 1995). Hidrofobik bdlgenin Erp proteinini
basil yiizeyinde sabitleyebilecegi ve dolayisiyla proteinin islevinde rol oynayabilecegi
hipotezi ileri siiriilmiistiir (Kocincova et al. 2004). Erp'nin mikobakterilerdeki hastalik
olusturma roliinii daha iyi agiklayabilmek i¢in M. tuberculosis'e genetik olarak en yakin
olan M. marinum erp homologunda bir mutasyon g¢alismasi yapilmistir. erp geninin
mutasyona ugramasi sonucunda bakterinin patojenitesin de bir azalma oldugu

goriilmistiir (Cosma et al. 2006).

Cizelge 2.5 Erp’nin Ozellikleri (de Mendonga-Lima et al. 2001)

Gen adi erp

Rv numarasi Rv3810

Benzeri pirG, P36

Tip CDS (coding DNA sequence)

Fonksiyon Yizey proteini, hiicre biyumesi, viriilans
Molekdler kiitlesi 28.4 kDa

Izoelektrik noktasi 4.10

Gen uzunlugu 855 bp

Polipeptid uzunlugu 284

Fonksiyonel kategori | Hiicre duvari iglemleri

2.5 Agsi Gelistirme ve As1 Tipleri

Insan ve hayvanlarda hiimoral ve hiicresel yoldan aktif bagisikligi uyararak

infeksiyonlara kars1 koruma saglayan biyolojik maddelere as1 denir (Kocagdz 2014).

19



Asilama, enfeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesi ve bu hastaliklardan kaynaklanan kalici
hasar veya Oliimlerin azaltilmasinda en etkili, en basarili ve en giivenilir yoldur. Asilarin
bagisiklamada kullanilmasiyla her yil milyonlarca yasam kurtarilmaktadir (Matthias et
al. 2007). Viicudun bagisiklik tepkisinin uyarilmasi asilamanin temelidir. Asilar,
dogustan gelen bagisiklik tepkisini uyararak ve antijen hiicrelerini aktive ederek
patojene karsi koruyucu bir bagisiklik olusturur (Di Pasquale 2015). Asilar bulasici
hastaliklar buna bagli sakatlik ve 6liimlerin azaltilmasi ve en Onemlisi uzun vadede
hastalik etmeninin eradikasyonu acisindan insan ve toplum sagligini korumada

vazgecilmez bir 6neme sahiptir (Kocagtz 2014).

Asilamanin amagclari; asilanan kisiyi korumak, insandan insana bulagan hastaliklarda
hastaligin toplumda kontrol altina alinmasini saglamak ve poliomyelit ve cicek gibi bazi
hastaliklarda eradikasyonu saglamaktir. Asilar etkili olmali, uzun siire bagisiklik
vermeli, uzun siire dayanmali, muhafaza edilebilmeli, tek bir dozun olusturdugu
bagisiklik yeterli olmali, yan ve toksik etkileri olmamali, ucuz olmali, kolay bulunmali,

giivenilir olmali, infeksiyon olusturmamali (Klegerman 1992).

Adjuvanlar, yetersiz bagisiklik tepkisi uyaran insan asilarinda doksan yildan fazla bir
stirede kullanilan ytliksek oranda saflagtirilmig antijenlerin immiinojenisitesini arttirmak
icin agilara eklenen maddelerdir. Adjuvanlar, antijenler tarafindan indiiklenen dogal
bagisiklik yanitinin baslamasina katkida bulunur. Dogru antijen ve adjuvan eslesmesi,
uyarilan bagisiklik tepkilerini belirli bir yonde gili¢lendirebilir ve yeni etkili agilarin
gelistirilmesini saglar (Di Pasquale 2015). Saf, tanimlanmis proteinler ile birlikte
kullanildiginda hiimoral ve hiicresel bagisiklik yanitlarimi indiiklemede etkilidirler
(Baldwin et al. 2012). Tiiberkiiloza kars1 direngte Th1 tipi hiicresel bagisiklik, 6zellikle
de interferon gamma (IFN-y) ve interlokin 12 (IL-12) sitokinleri 6nemli rol
oynamaktadir (Junqueira-Kipnis et al. 2014). Adjuvanlar, zorlu patojenlere kars1 yeni
asilar aramada ve geleneksel asilara kotli cevap veren savunmasiz popiilasyonlara
yonelik en ileri teknolojidir (Di Pasquale 2015). Adjuvanlar iki sinifa ayrilabilir, aginin
bagisiklik etkinligini artirmak i¢in uzun bir slre antijenleri depo ederek bagisiklik
sistemini etkiler ve antijenlere kars1 bagisiklik tepkisini artirir. Bir adjuvan, ektin bir

asida kullanildigi zaman saglam ve kalict bir immiin yanit iiretilmesini destekleyici
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kapasiteye sahip olmalidir. Birka¢ adjuvan insan asilarinda kullanilmak iizere lisans
almigtir ve bunlarin ¢ogu hiicresel bagisiklik yanit1 i¢in zayif kalmaktadir. Son yillarda

yeni adjuvan gelistirmek i¢in ¢alismalar baslatilmistir (Junqueira-Kipnis et al. 2014).

Canh asilar

Canli (ateniie) asilar, bir virlis ya da bakterinin hastalik yapma 0zelliginin ortadan
kaldirilmasi ancak viicutta ¢ogalma ve bagisiklik olusturma yeteneginin korunmasina
dayanir (kizamik, kizamikg¢ik, kabakulak, sucicegi, BCG asilar1 gibi). Bu asilar viicuda
verildiklerinde, iirer, yayilir ve immun sistemi (lenfoid ve miyeloid hiicreleri) uyarirlar.
Bu uyarimin, derecesi, viicuda giren patojenin antijenik yapisina, viriillansina, miktarina,
girig yoluna ve konakg¢inin bagisiklik durumuna, yasina, cinsine ve duyarliligina gore
degisebilir (Aksit 2012). Canli zayiflatilmis asilar en genis ve farkli bagisiklik
cevaplarin1 tetikleme potansiyeline sahiptir. Bu bagisiklik yanitla bir sonraki
enfeksiyona karsi korumada bunu kontrol etmekte ve temizlemede etkin olabilir.
Bulasici hastaliklar1 kontrol etmek amaciyla gelistirilen lisansli veteriner agilarin ¢ogu
Edvard Jenner tarafindan deneysel olarak tanitilmis ve canli mikroorganizmalar asi
olarak 1796’da kullanilmaya baslanmistir. (Ada 2003). Cok kigik bir olasilik da olsa,
as1 icindeki canli organizmanin hastaliga neden olan viriilan bir forma dénme olasilig1
vardir. Bagisiklik sistemi zayif olan kisilere canli as1 uygulanmamalidir (Abbas and
Litchman 2003).

Inaktif asilar

Inaktif agilar, viriis ya da bakterinin tamami veya bir kismi kullanilarak hazirlanirlar.
Viriilans1 yiiksek suslarin gesitli yontemlerle (fiziksel ve kimyasal) inaktive edilmesi
sonucu hazirlanirlar. Inaktivasyonda kullanilan inaktivanlar patojenlerin antijenik
yapilarina zarar vererek veya degistirerek, viicutta olusturdugu yanitta farklilik meydana
getirebilir ve virulant suslara karsi koruma giiciinde azalma yaratabilir. Etkili
olabilmeleri i¢in birden fazla dozda uygulanmalar1 gerekir. ilk doz genellikle koruyucu

bagisiklik saglamaz, bagisiklik sistemini hazirlar (Topal 2013). Luis Pasteur inaktive

21



edilmis (6ldiiriilmiis) mikroorganizmalarin as1 olarak kullanilabilecegini gostermistir
(Adams et al. 2011). Zayiflatilmis asilara gore bu asilar 6nemli dlglide yiiksek dozlar
halinde ve daha sik uygulama gerektirmektedir (Ada 2003).

Alt Unite asilar

Yeni nesil asilarin temel hedefi, hastalik etkenlerine karsi hiicre i¢i ve hiicre disi
enfeksiyonlari engelleyecek sekilde antikor olusturabilmektir. Bu antikorlar1 tantyabilen
bir birka¢ bilesen mikroorganizmada protein ya da karbonhidrat benzeri yapilarda
bulunmaktadir. (Ada 2003). Alt iinite asilar, ya protein ya da polisakkarit temele
dayanirlar. Patojenin antijenik alt birimleri (protein, pilus, toksin vb) asi olarak
kullanilir (Aksit 2012). Bu tiir bilesenlerin mikroorganizmalardan 6zel laboratuar
kosullarinda izole edilmesi alt {inite asilarin olusturulmasina zemin hazirlamistir (Arnon
2011). Alt tnite as1, patojenin genomunun veya proteomunun, viicudun patojene
bagisiklik gelistirmesini saglayacak pargalarinin asi olarak kullanilmasidir. Bu sayede
tiretilen as1 geleneksel as1 tiplerinin yan etkilerini ve risklerini tasitmamaktadir (Aksit

2012).

Alt tinite agilarda bagisiklik biiytik dl¢tide arttirilmistir. Genetik mithendisligi ile yapilan
as1 doneminde antijen kodlayan genlerin (DNA) maya hicrelerine transferi ile énemli
bir ilerleme meydana gelmistir. Alt {inite asilar yetiskinlerde bagisiklik yanitin1 %17
kadar artirmistir (Ada 2003). Alt iinite asilar {i¢ grup altinda incelenmektedir; alt tinite
protein asilari, toksoid asilar ve rekombinant asilar (Aksit 2012).

Genel olarak as1 maddesinde bulunan bagisiklik kazandirici patojen bileseni hastalik
olusturmaz ve patojenin kendisi olmadig: i¢in diger asilara oranla daha glivenlidir ve
yan etkisi yoktur. Alt birim agilar genelde patojenin bagisiklik kazandiran
proteinlerinden hazirlanmaktadir (Arnon 2011). Alt birim asilar genel olarak diisiik
immiinojenik yanit olusturduklari i¢in adjuvana gereksinim duyulmaktadir (Abbas and

Litchman 2003).
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Alt Uinite rekombinant asilar, mikroorganizmalarin antijenik komponentleri ¢ikarildiktan
sonra alic1 bir hiicreye transferi (bakteri, maya), burada gen {iriinli antijenik proteinin
ekspresyonunun saglanmasi, hiicrelerde biriken proteinlerin elde edilmesi ve bunlarin
deneme hayvanlarina verilerek bagisiklik kazandirilmasi amaglanir. Bu teknikle bazi
bakteri, virlis ve parazitlere karsi asilar hazirlanmistir (Oner ve Eratalay 2001).
Rekombinant agilar iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar, protein asilar1 ve DNA asilaridir.
Bir patojene ait ¢ok sayida antijen bulunmasina karsin ancak bunlarmn bir kismi
koruyucu immiin yanit olusturma dzelligine sahiptir. Immiinolojik tekniklerle belirlenen
potansiyel as1 antijenlerinin miimkiin olan en yiiksek saflikta elde edilmeleri kritik bir

basamag olusturur (Aksit 2012).

BCG asis1

1908 yilinda Camille Guerin ve Albert Calmette, viriilan sigir susundan anti-tiberkiiloz
agis1 Uretme girisimlerini baglatmistir. Yaklagik 230 alt kiiltiir yaparak on ii¢ yil siire
sonrasinda ¢esitli hayvan modellerinde asamali olarak deneyerek tiiberkiiloz
olusturmayan zayiflatilmis bir basil gelistirmislerdir. Caligmalar sonucunda 1921'de ilk
basarili insan BCG agisin1 bulmuglardir (Sakula 1983). BCG (Bacille Calmette-Guérin)
asisi, tiiberkiiloz basilinin yapisal 6zelliklerini tasiyan ancak hastalik olusturma yetenegi
yok edilmis bir M. bovis susudur. Bovis tipi basilin besiyerinde iiretilmesi, ilk kez 1908
yilinda Fransa’nin Lille sehrindeki Pasteur Enstitiisii’nde calisan Albert Calmette adli
bir bakterioloji uzmani ile asistan1 Camille Guérin tarafindan gergeklestirilmistir (Sekil
2.7). BCG agis1, bugiine kadar yaklasik ti¢ milyardan fazla insanda giivenle kullanilan
ucuz bir as1 olmustur. M. bovis’den tiiretilen ilk Pasteur susu halen uluslararasi referans
sus kabul edilmektedir. Ancak zamanla, farkli cografya ve toplumlarda ve degisik kiiltiir
ortamlarinda bir¢ok farkli teknikler ile tiretildigi icin BCG as1 suslarinin orijinal genetik

yapilar1 degismistir (Grange et al. 1983).
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Sekil 2.7 BCG asisin1 kesfeden bilim adamlari (https://ucsopblog.com)

BCG asis1, tuberkilloz basilinin yaptigi gibi T lenfositleri ve buna bagli olarak
makrofajlar1 aktive ederek tiiberkiiloza karsi bir immiin yanit gelistirirler. BCG agis1
olan sahislarda yine de reenfeksiyon olabilmektedir. Ancak daha Once asinin
olusturdugu immiin yanit nedeniyle bu basiller akcigerlerde sinirlanmaktadir. BCG
asis1, bebekleri %80-90 oraninda korurken eriskinlerde bu oran %350’°dir. Asinin
erigkinlerde tam korumasi yoktur fakat hastaligin viicuda yayilmasini engellemektedir
(Gokcay vd. 2000). Ik kullanimindan beri BCG agismin etkinligi sorgulanmis ve asi

performansini analiz etmek i¢in ¢ok sayida calisma yapilmistir (Cizelge 2.6)

Ast etkinliginde biiyiik farkliliklar bulunmasina ragmen, bu aragtirmalardan elde edilen
en 6nemli sonug¢, BCG'nin pulmoner tiiberkiillozun 6nlenmesindeki etkinliginin sinirl
olmasidir. Bu nedenle, BCG asilamasinin 15 yillik takip denemesi sonucunda BCG'nin
yetiskinlerde pulmoner tiiberkiiloza kars1 koruma saglayamadigi ortaya konulmustur
(Agger and Andersen 2001). BCG asis1 1s1 ve 1s1ga ¢ok dayaniksizdir. Deri igine
uygulanir. Asi, kanla ve lenfatik sitemle patojen basilin yayilmasini engeller. Bu sayede
hayat1 tehdit eden miliyer tiiberkiiloz, tiiberkiiloz menenjit gibi durumlarin ortaya

cikisin1 azaltir. Akciger tiiberkiilozunu oOnlemede meta analizlerde %50 etkili
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bulunmustur (Kiter ve Ugan 2001). BCG asisinin saglamis oldugu bagisiklik siiresi belli
degildir. Ilerleyen yaslarda korumanin azaldigi, asilamanin ardindan bagisikligin 20 yil
gibi bir zaman zarfinda kayboldugu tespit edilmistir. Diger bir ¢alismada ise BCG
asisinin tek doz olarak alinimi sonrasit koruyuculuk etkisinin = %52 oldugu tespit

edilmistir (Aronson et al. 2004).

Cizelge 2.6 BCG'nin eksikliklerine dnerilen ¢oztimler (Agger and Andersen 2001)

Eksiklikler Cozamler

BCG’nin o6nemli antijenlere sahip | Koruyucu antijenleri ifade eden

olmamasi rekombinant BCG’nin olusturulmas: (M.
tuberculosis inaktif asilari, M.

tuberculosis'e 6zgl antijenlere dayanan

asilar)

BCG’nin 6nemli T hiicre alt gruplarmi | DNA ve viral vektorler gibi yeni as1
indukleyememesi teknolojileri  (Listerolizini ifade eden
rekombinant BCG)

Cevresel mikobakterilerin BCG ile | Alt birim veya DNA / viral vektor asilart

etkilegimi
BCG’nin etkinliginin zamanla | Alt birim veya DNA / viral vektor as1 ile
azalmast yardimci agilama

BCG agsisi, viriilan basilin olusturdugu infeksiyondaki gibi T lenfositleri ve makrofajlari
aktive ederek tiiberkiiloza karst savunmada immiin yanit mekanizmasini gelistirir.
Asidan sonra goriilen komplikasyonlar, asinin dozuna, asilama yeri ve derinligine,
astlanan kisinin yasina, bagisiklik sistemini 6zelligine bagli olarak gelismektedir (Kiter
ve Ucan 2001). Yapilan yeni as1 ¢alismalarindaki hedefler belirli basliklar altinda
toplanmistir. Bunlarin basinda BCG’den daha etkili ve uzun siireli bagisiklik
saglanmasi, addlesan ve eriskinlerde akciger tliberkiiloz gelisimini engellemesi, enfekte
olmus kisilerde de hastalik gelisimini engellemesi, etkili bir immiinoterapotik as1

gelistirerek tedavi uygulamalarinda azalma saglanmasi, BCG ile asili kisilerin de yeni
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as1 ile korunabilmesi, HIV’le enfekte kisilerde de emniyetle kullanilmas1 gelmektedir

(Martin 2005).

Hala BCG’nin yerini alabilecek veya BCG ile birlikte kullanilabilecek as1 ¢alismalari
devam etmektedir. Bunlar, canli olmayan ve canli asilardir. Canli olmayan asilar,
altbirim asilari, DNA asilar1 iken canli agsilar, attenue M. tuberculosis, rekombinant
BCG’dir (Lin and Ottenhoff 2008). Bulasic1 hastaliklarin kontrol edilmesinde en iyi
stratejinin alt birim asilar oldugu bilinmektedir. Tiiberkiiloz i¢in BCG asis1, hastaligi
ortadan kaldirmak i¢in yeterli degildir. TUberkiiloz hala AIDS’den sonra gelen 6liimciil
bir hastalik olmaya devam etmektedir. Bu nedenle, enfeksiyon kapasitesini engellemek,
hastalik formlarindan birisini 6nlemek, bagisiklik kaybina ugramis bireyler arasinda ¢ok
daha fazla hiicre tarafindan koruyucu bir bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikarma yetenegine
sahip BCG asisinin yerine daha iyi bir as1 gelistirmek veya BCG agisini1 gelistirmek i¢in
calismalar baslatilmigtir (Brennan et al. 2007).

Cogu patojenin aksine, M. tuberculosis'in immino-dominant epitoplarinin bir¢ogu
saflastirma amaci ile ¢alisilmaktadir. M. tuberculosis'in segilen proteinlere karsi insan
bagisiklik yanitinin indiiklenebilecegi diisiiniilmektedir. Bunun as1 gelisimine olan etkisi
ise dogal enfeksiyon sirasinda zayif olarak taninan antijenlere kars1 giiclii bir T hiicre
yanitlarinin olusturulmasi ve as1 etkinliginin artirilmasi olarak gosterilmistir (Orr et al.
2014). 1950-1975 wyillar1 arasinda tiiberkiiloz hastaligina karsi yapilan asi
caligmalarinda, M. tuberculosis'in gesitli hiicre duvari ya da inaktive edilmis bilesenleri
kullanilmis olup bircok ¢aligmada BCG'ye esdeger veya BCG'den daha iyi koruma
potansiyeli oldugu belirtilmistir. Ancak, bazi c¢alismalardaki spesifik olmayan bir
enflamasyon cevabindan dolayr bu as1 adaylarinin uzun siireli koruma potansiyelleri

sorgulanmistir (Agger and Andersen 2001).

En iimit vaat eden stratejiler arasinda alt birim protein asilart bulunmaktadir. Mevcut
asilara gore, spesifiklik, giivenlik ve kolay elde edilebilirlik gibi 6zellikleri vardir.
Protein alt birim asilarin 6ncelikle tiiberkiiloza kars1 koruma ile ilgili bir immiin yanit

tesvik ettigi belirlenmistir. Bu ozelliklerinden dolay1 protein alt birim asilar1 bir¢ok
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klinik caligmalarda kullanilmaktadir. Protein alt birim asilarinda, mikroorganizmalarin
hangi molekiillerinin bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikardigr bilinmeli ve buna gore
proteinler secilmelidir (Junqueira-Kipnis et al. 2014). Alt birim asilar bugiinkii
tiiberkiiloz asis1 arastirma ve gelistirilmesinin bir bagka kolunu temsil etmektedir. Alt
birim agilar, bagisiklik yanitini uyaran rekombinant M. tuberculosis antijenlerini
icermektedir. Alt birim agilarin T hiicre bagisiklik tepkileri uyarilma i¢in kullanilan
adjuvana bagh olmaktadir (Tang et al. 2016). Alt iinite protein asilar1 spesifik ve
giivenli oldugundan dolayi tiiberkiiloza kars1 olduk¢a umut vericidir. Uygun epitoplarin
secilmesiyle bu asilar ile bagisiklifin belirli bir tarafa yonlendirilmesine de imkan

taninmaktadir (Junqueira-Kipnis et al. 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bakteri ve Plazmitler

Tez kapsaminda Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr.
Siiheyla Stiriiciioglu tarafindan TUrkiye'deki bir hastadan izole edilen Mycobacterium
tuberculosis izolat1 kullanildi. Bakteri izolati (GeneXpert) GenoType MTBC (Hain
Lifescience, Almanya) ve 16S rRNA analizleriyle tanimlandi. Bakteri suslarinin
Ozellikleri ve kaynaklar1 Cizelge 3.1’de, klonlama deneylerinde kullanilan plazmitler
Cizelge 3.2°de verildi. Plazmit vektorleri ve boyut belirtegleri Ek 1°de sunuldu. Kiltur
ortamlarin bilesimi ve hazirlanist Ek 2’de, sollsyon/tamponlarin bilesimi ve

hazirlanig1 Ek 3’te, kullanilan kimyasal ve enzimler Ek 4’te sunuldu.

Cizelge 3.1 Kullanilan bakteri suslarinin 6zellikleri

Sus Karakteristik Kaynak

Prof. Dr. Siiheyla Siiriiciioglu
M. tuberculosis | Hasta izolat1

14/1649

E. coli DH5a F ®80lacZAM15 A(lacZYA- | Amerikan tip

argF) Kiltir koleksiyonu
U169 recAl endAl hsdR17

E. coliBL21 fhuA2 [lon] ompT gal [dem] | Novagen, Merck (Almanya)
AhsdS

Biiyiitme ve Saklama Kosullar

Lowenstein-Jensen Medium Slant BBL™ besiyeri Mycobacterium tuberculosis igin,
Luria Broth (LB, Ek 2) siv1 besiyeri E. coli BL21 ve E. coli DH5a suslariin biiyiimesi
icin, Luria Agar (LA, Ek 2) kati1 besiyeri ise bakteri Orneklerinin saklanmasi i¢in

kullanildi. Biiyiitiilen bakteri kiiltiirleri +4°C’de muhafaza edildi ve aylik alt kiiltiirler
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yapilarak canliliklar1 devam ettirildi. Bakteri kiiltiirlerinin uzun stireli canliliklarini
korumak amaci ile %50 gliserol igiren LB igerisinde -80°C’de depolandi. LB ve LA

besiyerlerine ampisilin 100 pg/ml, kanamisin 30 pg/ml konsantrasyonda eklendi.

Cizelge 3.2 Klonlama ve ekspresyonda kullanilan plazmitler

Plazmit Buyuklik | Marker Kaynak
pET-28a (+) 5.3 kb kan (Kan") Novagen, Merck (Almanya)
PGEM®-T Easy | 3.0 kb amp (Amp") Promega Inc. (Madison, WI)

3.2 Primer Dizayn

PZR’de kullanilacak primerler, NCBI Gen Bankasi’ndaki diziler kullanilarak Primer 3
ve BLAST programlari araciligi ile belirlendi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 PZR’de kullanilan ileri ve geri primer 6zellikleri

Gen ad1 | Primer | Niikleotit sekansi Gen G-C m

adi uzunlugu icerigi | (°C)
(bp) (%)

erp erpF 5’-agatcttcatgccatgcactcgega-3’ 855 52 65

erp erpR 5’-agatctagcaatgaccgacgccttg-3’ 855 52 65

16S 16SF 5’-agagtttgatcatggctcag-3’ 1300 45 46,4

rRNA

16S 16SR 5’-ggttaccttgttacgactt-3’ 1300 42,1 40,7

rRNA
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3.3 Mycobacterium tuberculosis Genomik DNA’sinin Saflastirilmasi

M. tuberculosis genomik DNA’st Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA

Purification Kit ile saflagtirildi.

Gram-pozitif bakteri genomik DNA saflastirmasina baslamadan 6nce, Gram-pozitif lizis
tampon hazirlandi. 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 2 mM EDTA, %1.2 Triton X-100 ve
kullanimdan hemen énce tampona 20 mg/mL lizozim eklendi. 2x10° CFU/mL’ye kadar
blydtilen bakteri kiiltiiri mikrosantrifiij tiiplerinde 10 dakika 5000xg.’de oda
sicakliginda santrifiij edildi. Ustteki sivi faz atildi ve pellet iizerine 180 uL manuel
olarak hazirlanmis Gram-pozitif lizis tampon eklendi. 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Ardindan 200 pL lizis solusyon ve 20 pL proteinaz K eklendi. Homojen bir siispansiyon
elde etmek icin vortekslendi. 56°C’de su banyosunda hiicreler pargalanana kadar
yaklasik 30 dakika inkiibe edildi. 20 uL RNaz A soliisyonu eklenerek vortekslendi. 10
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 400 pL %50 etanol eklenerek
vortekslendi. Hazirlanan hiicre lizati GeneJET genomik DNA purifikasyon kolonuna
transfer edildi. 1 dakika 6000xg.’de oda sicakliginda santrifiij edildi. S1vi kismi igeren
toplama tiipli atild1 ve kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Ardindan 500 pL
yikama tamponu eklendi. 1 dakika 8000xg.’de oda sicaklifinda santrifiij edildi. Siv1 faz
atilarak kolon toplama tiipiine geri yerlestirildi. Tekrar 500 pL yikama tamponu
purifikasyon kolonuna eklendi. 3 dakika yuksek hizda (12000xg.) oda sicakliginda
santrifiij edildi. Toplama tiipii atilarak kolon yeni steril mikrosantrifiij tiipline alind1. 100
nL eliisyon tamponu kolon membraninin merkezine eklenerek 2 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 1 dakika 8000xg.’de oda sicakliginda santrifiij edildi.
Purifikasyon kolonu atildi ve saflastirilan DNA kullanilmak iizere -20°C deposuna
kaldirildi.

Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez islemi agaroz jel diizeneginde (Thermo Scientific) yatay olarak

gerceklestirildi. Genomik DNA i¢in %0.8’lik jel, TAE (Ek 3) tamponunda hazirlandi.
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DNA ornekleri 6X DNA yiikleme boyasi (Thermo Scientific) ile birlikte jele yiiklendi.
DNA bantlarinin molekiiler agirliklart 50 bp DNA cetveli (Thermo Scientific, Ek 1)
kullanilarak belirlendi. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra 90 Volt elektrik akiminda
60 dakika yiiriitiildli. Yiiriitme isleminin ardindan agaroz jel etidyum bromiir ¢ozeltisi
(0,5 pg/mL, TAE tamponu) ile boyandi. DNA bantlar1t UV lambasi (Vilber Lourmat) ile

goruntulendi.

3.4  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

M. tuberculosis izolatinin molekiiler olarak tiir dogrulamasini yapmak i¢in 16S rRNA
geni PZR ile ¢ogaltildi. PZR karisimi, 1X PZR tamponu (Fermantas), 25 mM MgCl:
(Fermantas), 10 mM dNTP karisim1 (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 dH2O ile 50 ulL’ye tamamlandi. erp, G-C orami yiiksek bir gen oldugu i¢in
PZR’de baglangi¢ asamasinda dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanildi. DMSO, G-C orani

yiiksek olan genlerin denatiirasyon agamasini kolaylastirmaktadir.

Baslangic denatiirasyon asamasi siiresi 10 dakikadan 30 dakikaya yiikseltildi. 30 dakika
94°C’de enzim aktivitesi diiseceginden dolayr ilk asamada 2 pL kalip DNA, 33 uL
dH20 ve 1 pL DMSO eklendi. 30 dakika sonunda 1pL ANTP, 1’er pL primerler, 1 pL
Tag DNA polimeraz ve 5 pL polimeraz tamponu ile 5 pL MgCl; karistirilip tiiplere
eklendi. 16S rRNA geni i¢in yapilan PZR’de DMSO hari¢ diger karigimlar ayni
miktarlarda eklendi.

PZR’de kullanilan primerler ve iiriin boyutu Cizelge 3.3’te gosterilmisti. ilgili genlerin
(erp, 16S rRNA) ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler ve PZR kosullar1 Cizelge 3.4’te
gosterildi. PZR {irtinleri %1°lik agaroz jelde yiirtitildii.
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Cizelge 3.4 Kullanilan primerler ve PZR programi

PZR Urunu Kullanilan PZR kosullar1 (35 dongii)

primer

erp erpF ve erpR Baslangi¢ denatiirasyonu: 94°C’de 30 dakika
Denatiirasyon: 94°C’de 1 dakika

Primer baglanma: 62°C’de 30 saniye
Uzama: 72°C’de 1 dakika

Son uzama: 72°C’de 10 dakika

16S rRNA 16SF ve 16SR | Baslangi¢ denatiirasyonu: 94°C’de 10 dakika
Denatiirasyon: 94°C’de 1 dakika

Primer baglanma: 43°C’de 30 saniye
Uzama: 72°C’de 1 dakika
Son uzama: 72°C’de 10 dakika

3.5  Jel Ekstraksiyon

Istenen DNA bantlar1 agaroz jelden Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit ile
ekstrakte edildi. Jel kesitine 1:1 oraninda baglayici tampon eklenip jel tamamen
cozlinene kadar 50-60 °C’de su banyosunda inkiibe edildi. Jel ¢ozeltisi GeneJET
purifikasyon kolonuna eklendi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Purifikasyon
kolonuna 700 pL yikama tamponu eklendi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Kolon yeni steril ependorf tiipline alindi. Kolonun merkezine toplam 50 pL eliisyon
tamponu iki seferde eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda bekletildi. 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Saflastirilmis DNA -20 °C’de saklandi. Jel ekstraksiyon iglemi
bittikten sonra tirlinler %0,8’lik agaroz jelde 90 voltta 60 dakika yiiriitildi.

3.6 pGEM-T Ligasyon Reaksiyonu

Jel ekstraksiyon Grininin pGEM-T Easy (Promega) vektore klonlanmast igin 1 pL

pGEM-T Easy vektor, 8 pL jel ekstraksiyon trlnd, 5 uL 2X ligaz tamponu ve 1 uL T4
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DNA ligaz ile +4 °C’de bir gece inkiibasyonda ligasyon yapildi. pGEM-T’ye klonlanan
genin Sanger dizileme islemi BGI Europe sirketinde yaptirildi.

3.7 pET28-a (+) Ligasyon Reaksiyonu

Ligasyonda kullanilmak tizere Bglll restriksiyon enzimi ile kesilmis pGEM-T-erp
rekombinant plazmiti (insert) icin BamHI restriksiyon enzimi ile kesilmis pET28-a
vektorii kullanildi. Ligasyon reaksiyonu i¢in 7 puL insert, 1 pL vektor, 1 pL 10X T4
ligaz tampon (Promega), 1 uL 5 U/uL T4 ligaz (Promega) kullanilds. ilk olarak vektdr
ve insert karistirildi ve 65 °C’de su banyosunda 5 dakika bekletildi. 5 dakika sonunda

buza alind1 ve daha sonra tampon ve enzim eklenip 16°C’de 16 saat inkiibe edildi.

3.8 E.coli DH5a Hiicrelerine Transformasyon

Transformasyon islemi ig¢in kompetan hale getirilen bakteri kiiltiiri E.coli DH5a
susudur. Siv1 besiyerine (LB) ekilen ve bir gece 37°C ‘de biiyiitiilen kiiltiir 200 mL
steril edilmis LB’ye aktarildi. ODeoo 0,4-0,6’ya ulasana kadar 37 °C’de 200 rpm’de
calkalayict inkiibatorde biiyiitiildii. Kiiltiiriin ODeoo degeri spektrofotometre (Shimadzu
UV-1601) ile 6lculdu ve 0,4-0,6’ya ulastigt zaman 10 dakika buzda bekletildi. Kiiltiir
steril falkon tiiplere aktarilarak 4500 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda pellet Gzerine filtre ile streil hale getirilen 20 mL birinci kompetan tamponu
(Ek 3) eklendi ve 4500 rpm’de 5 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Son olarak pellet
uzerine yine filtre ile steril hale getirilen 8 mL ikinci kompetan tamponu (Ek 3) eklendi
ve buz igersinde pellet ¢oziindiiriildii. Steril ependorf tiiplere paylastirildi ve -80°C’de

saklandi.

Kompetan hicreler buz tzerinde 15 dakika bekletildi. 10 pL ligasyon trini igin 100 pL
kompetan hiicre kullanildi. Hiicre ve ligasyon {iriin karigimi 30 dakika buz iizerinde
bekletildi. Siire sonunda hiicreler su banyosunda 42°C’de 90 saniye 1s1 sokuna ugratildi.
Is1 sokunun ardindan hiicreler hizli bir sekilde buz iizerine alind1 ve 5 dakika bekletildi.

5 dakika sonunda antibiyotik icermeyen 700 pL LB eklendi. Karisim 37°C’de 100
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rpm’de calkayac inkiibatorde 80 dakika inkiibe edildi. Hiicreler 6000 rpm’de 5 dakika
santriftj edilerek 100 puL LB iginde bakteri pelleti ¢ozlndirildi. Hicreler 100 pg/mL
ampisilin iceren secici besiyerine ekildi. Mavi-beyaz koloni secimi icin 80 mg/mL X-
gal (Ek 3), 0,5 mM IPTG (Ek 3) ile LA yiizeyi kaplandi. Ekimler 37°C’de bir gece
inkube edildi.

3.9  Plazmit izolasyonu

E. coli plazmit DNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit
kullanilarak yapildi. Bakteri kiiltiiri 100 pg/mL ampisilin iceren LB’de bir gece
37°C’de biyiitiildi. Bakteri kiiltiirti 12000 rpm’de 1 dakika ¢Oktiraldi. Pellet Gizerine
250 pL siispansiyon soliisyonu eklendi ve pellet kalintis1 kalmayana kadar pipetleme
yapildi. Karigima 250 pL lizis soliisyon eklendi ve tiipler 4-6 kez ters cevrilerek
karistirildi. Karisima 350 pL notralizasyon soliisyonu eklendi. Tupler beyaz bir ¢okelti
olusana kadar ters ¢evrilerek karigtirildi. Hiicre lizat1 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi ve santrifiij sonunda siv1 faz GeneJET spin kolona alindi. 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilerek kolona iki seferde 500 pL yikama soliisyonu eklendi ve 12000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildi. Kolon yeni bir ependorf tiipe yerlestirildi. Kolonun merkezine
iki seferde toplam 50 pL eliisyon tamponu eklendi. 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi ve plazmit DNA -20 °C’de saklandi.

pPET28-a ligasyonu ile yapilan transformasyon sonucu c¢ikan kolonilerin taranmasi
manuel plazmit izolasyonuyla yapildi. Bir gece dnceden LA+ kan’a ¢izim ekim yapilan
bakteri kolonileri steril ortamda pipet ucu ile kazinarak eppendorf tiiplere alindi.
Tuplere 100 uLL STE tampon (Ek 3) eklendi ve ¢oziinene kadar vortekslendi. Tiipler
buz iizerinde 20 dakika bekletildi, 60 pL lizis tampon (Ek 3) eklendi ve vortekslendi.
Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi ve ardindan tiipler 70°C’de su
banyosunda 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra, tiipler soguk suya tutuldu ve 12000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Islem sonunda siipernatan jele yiiklendi.
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3.10  Restriksiyon Enzim Kesimi

Insert icin rekombinant plazmit kesimi yapild1.12 pL pGEM-T erp rekombinant plazmit
DNA, 2 pL 1X Bglll tampon, 1 pL Bglll, 5 pL dH20 ile karisim hazirlandi. Karigim 37
°C’de 2 saat inkiibe edildi. Vektor kesim islemi i¢in 17 pL pET28-a plazmit, 2 pL
BamHI tampon, 1 pL BamHI enzimi ile karisim hazirlandi ve 37°C’de 90 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi karisim agaroz jelde yiiriitiildii ve jel
ekstraksiyon yapildi. Olusturulan rekombinant plazmitin dogrulanmasi i¢in restriksiyon
enzim kesimi yapildi. Enzim kesimi 6 uL pET28-a plazmit DNA, 4 pL 10X Tango
tampon, 1 pL BamHI-Bglll ve 8 pL dH20 ile yapildi. Karisim 90 dakika 37°C’de
inkibe edildi.

3.11 E. coli BL21 Hucrelerine Transformasyon

Olusturulan rekombinant plazmit kompetan hale getirilen E. coli BL21 susuna 1s1 soku
ile transforme edildi. Rekombinant koloniler kanamisin direncine goére secildi. -80°C’de
depolanan kompetan hiicreler buz iizerinde 15 dakika bekletildi ve ardindan 1 pL hedef
geni tagtyan rekombinant plazmit 100 pL kompetan hiicre icine eklendi. 30 dakika
boyunca buz iizerinde inkiibe edilerek su banyosunda 42°C’de 90 saniye 1s1 sokuna
ugratildi. Is1 sokunun ardindan hiicreler hizlica buz iizerine alindi ve 5 dakika bekletildi.
Sure sonunda 500 pL antibiyotik icermeyen LB eklenerek 37°C’de 100 rpm’de
calkayaci inkiibatorde 80 dakika inkiibasyona birakildi. Hiicreler 6000 rpm’de 3 dakika
santrifij edildi ve santrifij sonunda bakteri cokeltisi 100 pL LB icersinde
cozlndarildu. Hucre cozeltisi 30 pg/mL konsantrasyonda kanamisin iceren LA’ya

yayilarak ekimi yapildi ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

3.12  His-tag Proteinlerin Saflastirilmasi

PET28-erp tasiyan rekombinant E. coli BL21 hicreleri 30 pg/mL kanamisin iceren
LB’de biiyiitiildii. Hiicre kiiltiiri 1 L yeni LB’ye eklenerek 37°C’de ODegoo 0,6

ulasincaya kadar inkiibe edildi. Protein ekspresyonunu indiiklemek i¢in 1 mM izopropil-
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R-D-galaktopiranosit (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. Pellet Gzerine 5 mL 1X LEW-U (8M i(re) tampon (Ek 3) eklenerek tamamen
cozlinene kadar vortekslendi. Hiicreler sonikator (Bandelin-Sonopuls) kullanilarak 6x10
saniyede %60 siddetle parcalandi. Hiicre atiklarindan kurtulmak i¢in 15000 rpm’de 15
dakika santrfifiij edildi. Protein saflastirilmasi igin Protino® Ni-TED 2000 Packed
Columns (Macherey-Nagel, Almanya) protein purifikasyon kiti kullanildi. Rekombinant
proteini igeren sivi faz protein purifikasyon kolonlarindan gecirildi. Saflastirilan
proteinler sodyum dodesil sulfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile tespit
edildi.

3.13  Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) jelleri Laemmli
(1970)’e gore hazirland1 (Cizelge 3.5). SDS-PAGE icin, Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Handcasting accessory kit kullamlds. Ilk olarak %12 ayrima jeli daha sonra %#4 istifleme
jeli hazirlandi. Jeller yiiriitme sistemine yerlestirildi ve drnekler yiikleme boyasi (Ek 3)
ile birlikte jele yuklendi. Jelin Gzerine 1X yurutme tamponu (Ek 3) eklendi. 150 voltta
90 dakika yuratalda.

Cizelge 3.5 SDS-poliakrilamit jellerin hazirlanmasi

%12 Ayirma jeli %4 Istifleme jeli

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

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

50 pL Aps (%10) (amonyum persulfat) | 25 pL Aps (%10)

5 uL TEMED ( tetrametil etilen diamin) | 5 uL TEMED
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Poliakrilamit jellerin Coomassie Blue R-250 ile boyanmasi

SDS-PAGE’den sonra jeller oda sicakliginda yeni hazirlanmis Coomassie Blue R-250
boya tamponu (Ek 3) i¢inde yaklasik 5 dakika siire ile boyandi. Jeller daha sonra en az 1
saat boyunca boya uzaklastirma ¢ozeltisinde (Ek 3) tutularak boyadan arindirildi.

3.14  Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Rekombinant proteinlerin yogunluklarini artirmak, iire ve imidazol gibi kimyasallardan
arindirmak igin elde edilen eliisyon iiriinlerine Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter 10
kDa (Millipore) filtre uygulamasi yapildi. Bu filtre, karisimdaki tuzlart ve 10 kDa’nun
altindaki proteinleri siizmektedir. Filtreye 500 pL eliisyon eklendi ve 13000 rpm’de 7
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda filtreden ge¢meyen kisim falkon tiiplerde

toplandi.

Protein konsantrasyonu Bradford yontemi (1976) ile olctldi. Coomassie Brillant Blue
G-250 asidik ¢ozeltisinin proteine baglanabilmesi i¢in 595 nm absorbans degerinde
Olctldd. Test reaktifi 100 mg Coomassie Blue G-250 boyasinin 50 mL %95°lik etanol
icinde eritildikten sonra 100 mL %85’lik fosforik asit ile karistirilarak toplam hacmin
saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Karisim daha sonra filtreden
gecirildi. Protein kalibrasyon egrisinin olusturulmasi i¢in standart olarak sigir serum
albumini (BSA) kullanildi. BSA (1 mg/mL) hacimleri 2, 4, 6, 8 ve 10 uL olacak sekilde
ayarlandi ve saf su ile 100 pL’ye tamamlandi. Blank i¢in sadecel00 pL saf su
kullanildi. Hazirlanan test reaktifi 900 pL olarak kullanildi. Ornekler spektrofotometre
(Shimadzu UV-1601) ile 595 nm’de absorbansta Olgiildii. Standartlar kullanilarak
kalibrasyon egrisi olusturuldu ve egri denklemleri ile protein miktar1 hesaplandi (Sekil
3.1).

37



0.6 -

0.5

0.4

0.3 4

Absorbans O.I).ses

0 2 4

BSA miktarlar: (uL)

&

g

y=10,0483x + 0,0715
R*=0,9963

# Seril

—— Dofrusal (Seri 1)

Sekil 3.1 Protein konsantrasyonlarin hesaplanmasi igin kalibrasyon egrisi

3.15

GenoType MTBC (Hain Lifescience, Almanya) analizi ile dogrulanan M. tuberculosis
izolatindan klonlanan ve E. coli BL21’de ifade edilerek saflastirilan Erp proteininden 1
mg/ml Montanide ISA 720 VG (Seppic)
adjuvan:antijen 7:3 oraninda karistirilarak a1 formiilasyonu hazirlandi. Formiilasyon 1
dakika vortekslendikten sonra 4°C’de bir gece inkiibe edildi. As1 formiilasyonun 0,1
mL’si LA’ya ekim yapilarak 37°C’de bir gece inkiibe edilerek asilarin steril olduklari

dogrulandi. Asilama igin 6-8 haftalik disi BALB/c fareler kullanildi. Beserli 3 gruba

Fare Deneyleri (Asillama)

konsantrasyonda stok hazirlandi.

ayrilan farelere yapilan enjeksiyonlar Cizelge 3.6’da gosterildi.

Cizelge 3.6 Asilama deneyindeki gruplar ve uygulamalar

Grup | Enjeksiyon igerigi BALB/c | Enjeksiyon

No. fare sayis1 | sayisi ve yolu

1 0,1 mg Erp+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

38




[Ik asilamadan 6nce farelerden toplamda yaklasik 0,1 mL kuyruk kani alindi ve
ardindan 1. agilama (0,33 ml as1 veya adjuvan) yapildi. 2 hafta sonra tekrar kuyruk kani
alinip ardindan 2. asilama yapildi. Devaminda 30., 41. ve 66. giinlerde de kan alinarak
serumlar topland1 ve farelere Gtanazi islemi uygulandi. Serumlar kullanilana kadar -

20°C’de saklandi. Enjeksiyon ve kan alma zamanlar1 Sekil 3.2°de gosterildi.

A A A A A

1. giin 15. giin 30. giin 41. giin 66. giin
Kan alma Kan alma Kan alma Kan alma Kan alma
1. ailama 2. asilama Otanazi

Sekil 3.2 BALB/c fareler i¢in asilama ve kan alma zamanlari

3.16  Western Blot

Rekombinant Erp proteinin BALB/c farelerde spesifik antikor Uretimini kalitatif olarak
goriintillemek icin ve Erp antijenini BCG’ye 0zgii antikorun taniyrp tanimadigini
anlayabilmek i¢in Western blot (Towbin, 1979) deneyi yapildi. 1 mg/mL
konsantrasyonda olan protein 6rnegi yiikleme boyasi ve prestained (6nceden boyanmis)
(New England Biolabs P7712) marker ile birlikte 2 adet SDS-PAGE’de yiiriitiildii. Jelin
bir tanesi Coomassie Brilliant Blue ile boyandi. ikinci jel ise altisar adet 3 MM
Whatman® kagitlar1 ve 0,2 um nitroseliloz membran (Bio-Rad, Hercules, CA), 1X
transfer tamponu (Ek 3) ile 1slatilarak Sekil 3.3’teki siraya gore dizildi ve ardindan Bio-
Rad Mini Trans-Blot® Cell kullanilarak 100 voltta 350 mA’da 1 saat manyetik
karistiric1 iizerinde buz igerisinde transfer gerceklestirildi. Proteine 6zgii serumun
kullanildigi deneyde, membranda prestained markerin konumu goz 6niinde tutularak
proteinin bulundugu yer belirlendi. Transfer isleminin ardindan 1X TBS (Tris-buffer
Saline) (Ek 3) ile hazirlanmis %10 siittozu icerisinde 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 1X TTBS (%0,5 Tween 20, 1X TBS) ile 10 dakika boyunca
yikandi. Daha sonra membran %5 siittozu ile 1:400 seyreltilmis primer antikor (proteine

veya BCG’ye spesifik fare antikoru) icerisinde oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Tekrar
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membran 1X TTBS ile 10 dakika yikandi. Yikama isleminin hemen ardindan %5
stittozu ile 6 uL: 100 mL seyreltilmis sekonder antikor (antimouse IgG, Sigma) ile oda
sicakliginda 1 saat bekletildi. Yeniden 1X TTBS ile 10 dakika yikama yapildi. Son
olarak membran, bantlar gorilene kadar AP konjugat substrat Kiti (Bio-Rad, Hercules,
CA) ile hazirlanan soliisyon igerisinde karanlik ortamda bekletildi. Bantlar goriildiikten

sonra substrattan uzaklastirmak i¢in membran saf su ile yikandi.

EKSI ()

Whatman Kagitlarn

Whatman Kagitlarn

ARTI(+)

Sekil 3.3 Western blot deneyinde izlenen transfer iglem sirasi

3.17 IgG (immunoglobulin G) ELISA

Rekombinant Erp proteinin BALB/c farelerinde uyardiklari hiimoral bagisiklik (toplam
IgG) seviyesi kantitatif olarak ELISA deneyi ile belirlendi. 96 kuyucuklu ELISA
plagina 0,05 M karbonat tamponu (Ek 3) igerisinde kuyucuk basma 1 ug
konsantrasyonda olacak sekilde saflagtirilmig protein eklendi. Plagin istii parafilm ile
kapatilarak 4°C’de bir gece bekletildi. Bir gece sonunda plak 3 defa yikama soliisyonu
(Ek 3) ile yikandi. Daha sonra kuyucuklara 50 pL bloklama soliisyonu (Ek 3) eklenerek
37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Asilama deneyi sonucu Erp proteinine 0zgli serum
bloklama solusyonu igerisinde 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 ve 1:3200

seyreltmelerle primer antikor olarak kuyucuklara eklendi ve yeniden 37°C’de 1 saat
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inkibe edildi. Daha sonra plak 4 defa yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra
kuyucuklara bloklama ¢ozeltisi igerisinde 1:1000 seyreltilmis tavsandan izole edilen
alkalin fosfataz bagl anti-fare IgG (Sigma) sekonder antikor olarak eklendi ve 37°C’de
1 saat inkibe edildi. Plak tekrar 4 defa yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra AP
konjugat substrat Kkiti (Bio-Rad) kullanilarak kolorimetrik bir substrat hazirlandi (10 mL
dH20 igerisinde 400 pL gelisim tamponu, 100 uL A ve B soliisyonu). Hazirlanan
substrattan her kuyucuga 100 pL eklendi ve plak karanlik ortamda yaklasik 30 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 50 uL 1 M NaOH kullanildi.
Reaksiyon sonucunda optik yogunluk Rayto RT-2100C ELISA plak okuyucuda 405

nm’de Ol¢tldii.

3.18 IFN-y (interferon-gama) ELISA

Rekombinant Erp proteinin BALB/c farelerinde uyardiklar1 hiicresel bagisiklik (IFN-y)
seviyesi kantitatif olarak ELISA deneyi ile belirlendi. Serum IFN-y seviyelerinin
belirlenmesi igin Mouse IFN-y ELISA Total Kit (Thermo) kullanildi. 96 kuyucuklu
ELISA plakasinda kuyucuk basmma 50 pL serum Ornegi ve 50 pL 3:1 oraninda
seyreltilmis standartlar (3000, 1000, 333, 111, 37, 0 pg/mL) eklendi. Ornekler ikiserli
tekrar olarak kullanildi. Plaka dikkatli bir sekilde yapiskan plaka kapagi ile kapatilarak
oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaka kapag: ¢ikartilarak
plaka i¢i dokiilmeden numuneleri i¢eren tiim kuyucuklara 50 pL biyotinlenmis antikor
reaktifi eklendi. Biyotinlenmis antikor reaktifini eklerken pipet ucu ile numunelere
dokundurmamaya 6zen gosterildi. Plakanin tlizeri dikkatli bir sekilde yapiskan plaka
kapag: ile ortiilerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaka
kapag ¢ikarildi. Plaka ii¢ kez 1X yikama tamponu ile yikandi. Hazirlanan streptavidin-
HRP (12 mL Streptavidin-HRP tamponu'na 30uL Streptavidin-HRP konsantresi)
cOzeltisi her bir kuyucuga 100 pL olarak eklendi. Yeni bir yapiskan plaka kapag: ile
plaka kapatildi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plaka
kapagi ¢ikarilarak 1X yikama tamponu ile {i¢ kez yikandi. Ardindan her kuyucuga 100
pL TMB substrat ¢ozeltisi eklendi. Numuneler karanlik bir ortamda oda sicakliginda 30
dakika boyunca renk reaksiyonu olusmasi igin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her

kuyucuga 100 pL reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi. Reaksiyon durdurulduktan 30
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dakika sonra optik yogunluk Rayto RT-2100C ELISA plak okuyucuda 405 nm’de
Olglldu. Elde edilen sonuglarin istatistiksel yonden anlamli olup olmadigi GraphPad
Prism 5 programu kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s testi ile

analiz edildi.

3.19  IL-12 (interlokin 12) ELISA

Rekombinant Erp proteinin BALB/c farelerinde uyardiklart hiicresel bagisiklik (IL-12)
seviyesi kantitatif olarak ELISA deneyi ile belirlendi. Serum IL-12 seviyelerinin
belirlenmesi igin Mouse IL-12 ELISA Total Kit (Thermo) kullanildi. 96 kuyucuklu
ELISA plagma her kuyucuga ¢ift olarak 50 pL diliient standart (12,5 pL serum ile 37,5
uL 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 kapag ile ortiilerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
plaka kapagi ¢ikarilarak ii¢ kez yikama tamponu (30X yikama tamponu (50 mL), 1,5 L
distile su) ile yikandi. Numune veya standartlar1 i¢eren her kuyucuga 100 pL
biyotinlenmis antikor reaktifi eklendi. Biyotinlenmis antikor reaktifini eklerken pipet
ucu ile numunelere dokundurmamaya 6zen gosterildi. Plakanin {izeri dikkatli bir sekilde
yapiskan plaka kapagi ile ortiilerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda plaka kapagi cikarilarak ii¢ 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
kapag1 ile plaka kapatildi ve oda sicakhiginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda plaka kapagi ¢ikarilarak 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 olugsmasi i¢in inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 100 uL reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi.
Reaksiyonu durdurulduktan 30 dakika sonra optik yogunluk Rayto RT-2100C ELISA
plak okuyucuda 405 nm’de 6lgiildii. Elde edilen sonuglarin istatistiksel yonden anlamli
olup olmadigt GraphPad Prism 5 programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ve Tukey’s testi ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1  Mycobacterium tuberculosis Genomik DNA’sindan 16S rRNA Analizi ve erp

Geninin Klonlanmasi

Mycobacterium tuberculosis hasta izolatinin (14/1649) genomik DNA’s1 saflastirilmistir
(Sekil 4.1). Saflastirllan DNA M. tuberculosis izolatinin tiir diizeyinde tanimlanmasi
icin 16S rRNA geninin (Sekil 4.2) ve erp geninin (Sekil 4.3) PZR ile ¢ogaltilmasi igin

kullanilmustir.

Sekil 4.1 M. tuberculosis genomik DNA izolasyonu agaroz jel elektroforez gorintisi
(M: 50 bp marker, 1: 6 uL DNA, 2: 12 uL DNA)
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900 bp
700 bp —
500 bp

Sekil 4.2 16S rRNA geni PZR agaroz jel elektroforez gorintisu (M: 50 bp marker, 1-2:
PZR Urund, 3: negatif kontrol)

Sekil 4.3 erp geni PZR agaroz jel elektroforez gorintusi (1: erp PZR Uriind, 2: negatif
kontrol, M: 50 bp marker)

M. tuberculosis izolatinin tiir diizeyinde tanimlanmasi igin elde edilen bantlardan jel

ekstraksiyon yapilarak niikleotit dizi analizi gergeklestirilmistir. Niikleotit dizisi BLAST
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(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) analizi sonucunda M. tuberculosis ile %100

uyum gostermistir (Sekil 4.4) Elde edilen niikleotit dizisi sekil 4.5’te gdsterilmistir.

PZR Urinl pGEM-T ligasyonda kullanilmak iizere agaroz jelden kesilerek ekstrakte

edilmistir (Sekil 4.6). Daha sonra ligasyon tiriinii kompetan hale getirilmis E. coli DH5a

hiicrelerine transforme edilmistir. Istenilen koloniler ampisilin direncine ve lacZ geninin

aktivitesine gore tespit edilmistir. Klonlamak istedigimiz gen pGEM-T plazmitte

bulunan lacZ geni igerisine entegre olmussa lacZ geni inaktif olacagindan dolay1 bakteri

X-gali parcalayamamakta ve beyaz koloniler olusmaktadir. Istedigimiz gen lacZ genine

entegre olamamigsa bakteri X-gali parcalamakta ve mavi koloniler olusmaktadir (Sekil

4.7). Beyaz koloniler segilerek plazmit izolasyonu yapilmis (Sekil 4.8) ve restriksiyon

enzim kesimi ile dogrulanmstir (Sekil 4.9).

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

o Alignments

Description

Mycobacterium tuberculosis strain MTB1. complete genome

Mycobacterium tuberculosis strain 14/1649 168 ribosomal RNA gene. partial sequence

Mycobacterium tuberculosis TRS10 genome

Mycobacterium tuberculosis TRS2 genome

Mycobacterium tuberculosis 1821ADB45 genome

Mycobacterium tuberculosis 1821A0B40 genome

Mycobacterium tuberculosis TRS26 genome

ycobacterium tuberculosis TRS25 genome

ycobacterium tuberculosis TRS24 genome

ycobacterium tuberculosis TRS27 genome

Mycobacterium tuberculosis TRSE genome

Mycobacterium tuberculosis TRS28 genome

ycobacterium tuberculosis TRS4 genome

Sekil 4.4 Niikleotit dizisi BLAST sonucu uyumluluk oranlari
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Query
cover
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100%
100%
100%
100%
100%
100%

E

value
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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Accession

CP020381.2
KYB10766.1
CPD09195.1
CPD09186.1
CPD09206.1
CP009202.1

(=3

CPD09193.1
CP009192.1
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CPD09190.1
CPD09196.1
CPD09194 .1
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AGTCGAACGGAAAGGTCTCTICGGAGATACTCCGAGTEGCGAACGGETGAGTAAC
ACGTGGETCATCTGCCCTGCACTICGGGATAAGOCTGGGAAACTGGGTCTAATAC
CGGATAGGACC ACGGCATGCATCGICTIGIGOTCGAAAGCGCTITAGCGGTGTGGE
ATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTIGTIGGTGGEGTGACGGCCTACCAAGGCGACGA
CGGGETAGCCGGOCTGAGAGGGTGICCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGC AGTGGGGAATATIGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
GCAGCGACGCCGCGTOGEGEATCGACGEGCCTICGGGTIGTAAACCTCTITCACCAT
CGACGAAGGTCOGGGTITICTCTOGGATTGACGGETAGGTGGAGAAGAAGCACCGGC
CAACTACGTGOC AGCAGCCGCGETAATACGTAGGGTGOCAGCGTIGTCCGGAATT
ACTGEGECGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTITGICGOGTIGITCGTGAAATCTCACGG
CTTAACTGTGAGCGTGCGGGUCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGAC
TGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGOGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGG
CEAAGGCGOGICTCTOGGCAGTAACTGACGCTGACGCGAGCGAAAGCGTGGEGAGC
GAAC AGGATTAGATACCCTGGTAGICCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGEGTGTG
GGTTICCTICCTIGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGEGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGTGOATTAATICGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTITGACA
TGCACAGGACGOGTCTAGAGATAGGOGTTCCCTIGIGOCCTGTGTGCAGGTGGTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTICGTGAGATGTIGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTIGICICATGTIGCCAGCACGTAATGETGGGGACTCGTGAGAGACTGCC
GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGICATCATGCCCCTTATGTC
CAGGGCTICAC ACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGOCGCGAGG
TTAAGCGAATCCTTAAAAGCCGGTICTCAGTICGGATCGGGEICTGCAACTCGACC
CCGTGAAGTOGGAGTCGCTAGTAATCGC AGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGT
TCCCGGGUCTIGTACACACCGCCCGICACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAG
CCAGTGGCCTAACCCTCGGGAGGG

Sekil 4.5 Mycobacterium tuberculosis izolatinin 16S rRNA gen dizisi (Gen Bankasi
erisim numaras1 KY810766)

90bp
700 bp
500bp

Sekil 4.6 Jel ekstraksiyon sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: 50 bp marker,
1: erp)
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Sekil 4.8 pGEM-T-erp plazmit izolasyonu agaroz jel elektroforez goruntusi (1,2,4,5:
basarisiz klonlama, 3,6: basarili klonlama, K: mavi koloni kontrol)
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900 bp
700 bp
500 bp

Sekil 4.9 pGEM-T-erp restirksiyon enzim kesimi agaroz jel elektroforez goérintusi (M:
50 bp marker, 1: pGEM-T-erp)

Basarili olunan pGEM-T-erp rekombinantinin Sanger dizileme islemi BGI Europe
sirketinde yaptirilmistir. Dizileme sonucunda klonlanan genin erp geni oldugu

dogrulanmistir (Sekil 4.10).

GTGCCGAACCGACGCCGACGCAAGCTCTCGACAGCCATGAGCGCGGTCGCCGCC
CTGGCAGTTGCAAGTCCTTGTGCATATTTTCTTGTCTACGAATCAACCGAAACGAC
CGAGCGGCCCGAGCACCATGAATTCAAGCAGGCGGCGGTGTTGACCGACCTGCC
CGGCGAGCTGATGTCCGCGCTATCGCAGGGGTTGTCCCAGTTCGGGATCAACATA
CCGCCGGTGCCCAGCCTGACCGGGAGCGGCGATGCCAGCACGGGTCTAACCGGT
CCTGGCCTGACTAGTCCGGGATTGACCAGCCCGGGATTGACCAGCCCGGGCCTC
ACCGACCCTGCCCTTACCAGTCCGGGCCTGACGCCAACCCTGCCCGGATCACTC
GCCGCGCCCGGCACCACCCTGGCGUCAACGCCCGGCOTGGEGGGCCAATCCGGC
GCTCACCAACCCCGCGCTGACCAGCCCGACCGGGGCGACGCCGGGATTGACCAG
CCCGACGGGTTTGGATCCCGCGCTGGGCGGCGCCAACGAAATCCCGATTACGAC
GCCGGTCGGATTGGATCCCGGGGCTGACGGCACCTATCCGATCCTCGGTGATCCA
ACACTGGGGACCATACCGAGCAGCCCCGCCACCACCTCCACCGGCGGCGGCGGET
CTCGTCAACGACGTGATGCAGGTGGCCAACGAGTTGGGCGCCAGTCAGGCTATCG
ACCCGCTAAAAGGTGTGCTAATGCCGTCGATTATGCAGGCCGTCCAGAATGGCGG
CGCGGCCGCGCCGGCAGCCAGCCCGCCGGTCCCGCCCATCCCCGUCGGCCGCGEG
CGGTGCCACCGACGGACCCAATCACCGTGCCGGTCGCCTAA

Sekil 4.10 Mycobacterium tuberculosis izolatinin erp gen dizisi (Gen Bankasi erigim
numarasi KY848243).
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4.2 pET28-a (+) Vektorune Klonlama

erp genini pET28-a vektorine klonlamak igin plazmit BamHI restriksiyon enzimi ile
kesilmistir (Sekil 4.11). Bglll enzimi ile kesilen pGEM-T-erp plazmitinden elde edilen
erp geni ve BamHI ile kesilen pET28a vektorii ligasyon amagli kullanilmistir. erp geni
icin toplamda 15 kez pET28a ligasyonu yapilmistir. Transformasyon sonucunda
yaklagik 1000 koloni olugsmus ve kolonilerin yaklasik 850 tanesi manuel plazmit
izolasyonu ile taranmistir. Tarama sonucunda 2 olumlu sonu¢ alinmistir (Sekil 4.12).
Kit ile izole edilen plazmitler EcoRI ile kesilerek agaroz jelde yuritilmiistir. Jel
sonucunda 2 6rnek beklenen biiyiikliikte bant vermistir (Sekil 4.13). Boylece pET28a-

erp rekombinant1 basarili bir sekilde olusturulmustur.

6 kb

3 kb

Sekil 4.11 pET28-a plazmitinin BamHI restriksiyon enzimi ile kesiminin agaroz jel
elektroforez goruntisi (M: 1 kb marker, 1-2: pET-BamHI)
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Sekil 4.12 pET28a-erp plazmit izolasyonu agaroz jel elektroforez gorintisi (K: pet28a
kontrol, 1-2-5: basarisiz plazmitler, 3-4: basarili plazmitler).

Sekil 4.13 pET28a-erp EcoRI restriksiyon enzim kesimi agaroz jel elektroforez
goriintasi (M: 50 bp marker, 1-2: erp).
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4.3 erp Geninin E. coli BL21 Hucrelerinde Ekspresyonu ve Rekombinant

Proteinin Saflastirilmasi

E. coli'de gen ekspresyonu ve rekombinant protein saflastirmasi igin, E. coli DH5a
kullanilarak pET28a-erp rekombinant plazmiti elde edilmistir. Rekombinant proteinin
uretimi igin rekombinant plazmit (pET28-a-erp) kompetan hale getirilmis E. coli BL21
hiicrelerine transforme edilmistir. Rekombinant koloniler kanamisin direncine gore
secilmistir. Plazmit izolasyonlar1 agaroz jelde yirutllmiis ve kontrol olarak erp genini
tastyan pET28a vektorii kullanilmistir. Jel sonucunda BL21’den ve DHS5a’dan izole
edilen rekombinant pET28a-erp plazmitleri ayn1 hizada bant vermistir (Sekil 4.14).

pET28a vektdriine klonlanan erp geni E. coli BL21 susunda ifade olurken uglarina 6
tane histidin eklenmektedir. Histidin amino asidinin nikel iyonlarma kars1 afinitesi
bulunmaktadir. Bu 0Ozellikten faydalanilarak histidinli proteinler nikel iceren
kolonlardan afinite kromatografi teknigiyle saflastirilmistir. As1 formilasyonunda
kullanilacak daha fazla miktarda protein elde etmek i¢in Ni-TED (Macherey-Nagel)
kolonlar1 kullanilmustir. Ik olarak proteinin saflastirilmas1 icin dogal kosullar
uygulanmistir. Kontrol (uyarilmamis) ve IPTG ile indiiklenen hiicreler, iire igermeyen
ve LEW tamponda ¢oziindiiriilmiistiir. Lizatlar santrifiije tabi tutulmus ve indiiklenmis
kilture ait supernatanlar Ni-TED kolonlart kullanilarak nikel afinite kolon
kromatografisinden sonra, SDS-poliakrilamid jel {izerinde taranmistir. Sonug olarak

uyartlmamig ve inditklenen numuneler arasinda bir fark gozlenmemistir (Sekil 4.15).

Daha sonra saflastirma tiizerinde iirenin etkisini arastirmak igin Ni-TED kolonlar1
kullanilarak tekrar protein saflastirmasi yapilmistir. Konrol ve IPTG ile indiiklenen
kilturler santrifiije tabi tutulmus ve 8 M iire igeren LEW tampon iginde yeniden
coziindiiriilmiistiir. Hiicreler sonikasyona tabi tutularak santrifiijlenmistir. Proteinler
SDS-PAGE iizerinde taranmistir. Sonu¢ olarak, His etiketli erp proteinin as1
formiilasyonlarinda kullanilmak (izere Ni-TED kolonlar1 kullanilarak denatiire edici

kosullar altinda saflagtirilmasina karar verilmistir. Jel sonucunda denatiire edici kosulda
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elde edilen 28-30 kDa biiyiikliigiindeki rekombinant Erp proteinin ekspresyonu ve
saflagtirilmasi basarili olmustur (Sekil 4.16).

K12 3 4

G e VA WD

Sekil 4.14 BL21 agaroz jel gorintust (K: pET28-a-erp, 1-2-3-4: BL21’¢ klonlanmis
rekombinant plazmitler).

e KDA
- 212

—— |—158
116

- |—972
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— 55.6
- — 427

- 346
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— 143

Sekil 4.15 A) Rekombinant proteinin dogal kosullardaki nikel kolon uygulamasinin
SDS-PAGE goriintiisii (M: protein marker, K: IPTG eklenmemis kontrol, L: IPTG
eklenen kiiltiir lizati, F: kolona baglanmayanlar, W: yikama, E: eliisyon). B) Protein
markerda bulunan bantlarin biiytikliikleri
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Sekil 4.16 A) Rekombinant proteinin denatiire kosullardaki nikel kolon uygulamasinin
SDS-PAGE gorunttisu (M: protein marker, K: IPTG eklenmemis kontrol, L: IPTG
eklenen kiiltiir lizati, F: kolona baglanmayanlar, W: yikama, E: eliisyon). B) Protein
markerda bulunan bantlarin biyiikliikleri.

4.4  Protein Konsantrasyonun Olgiilmesi ve As1 Formiilasyonunun Hazirlanmasi

Saflastirilan rekombinant Erp proteininin konsantrasyonu kantitatif olarak Bradford
yontemiyle Ol¢lilmiistiir. Rekombinant proteinin konsantrasyonu 1 mg/mL olarak
ayarlanmistir. GenoType MTBC (Hain Lifescience, Almanya) testi ile dogrulanan M.
tuberculosis hasta izolatindan klonlanan ve E. coli’de ifade edilip saflastirilmis olan Erp
proteininden 1 mg/mL konsantrasyonda stok hazirlanmistir. 7:3 oraninda Montanide
ISA 720 VG adjuvan:antijen karistirilarak as1 formiilasyonu hazirlanmistir. Asi
formilasyonu Luria Agar besiyerine ekim yapilarak asilarin steril olduklar

dogrulanmistir.

45 Western Blot

Rekombinant Erp proteinin BALB/c farelerde spesifik antikor tretimini kalitatif olarak
analiz etmek i¢in Western blot deneyi yapilmistir. Expasy biyoinformatik programinda
hesaplanan (uglarina eklenen 6 histidinle beraber) Erp proteinin molekiiler agirligr 28,5

kDa olarak hesaplanmigtir. Erp proteinin SDS-PAGE analizi sonucu godzlenen
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molekiiler agirligi ise yaklasik olarak 31 kDa olarak gozlenmistir (Sekil 4.17 A). Ancak,
proteinin katlanmalarindan veya dimer olusturma ihtimallerinden dolayr farkl
molekiiler agirlikta bantlar da gdzlenmistir. Bu nedenle rekombinant proteine 0zgii
antikorlarin primer antikor olarak kullanildigi Western blot analizi sonucunda yukarida

sayilan ana bantlara ek olarak baska bantlar da gozlenmistir (Sekil 4.17 B).

[
<
=

80 kDa
58 kDa

46 kDa

32 kDa

25 kDa

22 kDa
17 kDa

wane

| 108 ¢ 0410 -

i
|

Sekil 4.17 Saflastirilan Erp proteinine ait A) SDS-PAGE gorintisit B) Western Blot
goruntist (M: Prestained marker 1: Erp).

Primer antikor olarak BCG’ye 06zgii antikor kullanildiginda ana bantlara capraz
reaksiyon verdigi gozlenmis (Sekil 4.18) ve adjuvana karsi olusan antikorlar proteini
tanimamustir (Sekil 4.19). Fakat, M. tuberculosis Erp antijenini BCG’ye 6zgii antikorlar

zay1f tanidigindan dolay1 bantlar net olarak goriintiilenememistir.
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32kDa

25 kDa

22 kDa

17 kDa

Sekil 4.18 Erp antijenine karsi BCG antikorunun gapraz reaksiyonunu gdsteren Western
blot deneyi (A: SDS-PAGE goruntust, B: Western blot goriintiisii, C: Bantlarin
bulundugu yerlerin ¢izgisel gdsterimi. M: prestained marker, 1: Erp)

Sekil 4.19 Adjuvana kars1 olusan antikorlarin gapraz reaksiyonunu gosteren Western
blot deneyi (M: prestained marker, 1: Erp)
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4.6 Rekombinant Proteinin Bagisikhik Tepkileri

Rekombinant Erp’nin BALB/c farelerinde uyardigi hiimoral bagisiklik (total IgG) ve
hiicresel bagisiik (IL-12, IFN-y) dizeyi kantitatif olarak ELISA deneyi ile
belirlenmistir. Immiinizasyon &ncesi degerleri ile immiinizasyon sonrasi degerler
GraphPad Prism programinda tek yonlii varyans analizi ve Dunnett testi yapilarak
karsilagtirilmistir.  Total 1gG seviyesinin belirlenmesi igin kontrol grubu olarak
immiinizasyon oncesi degerleri kullanilmistir. Elde edilen istatistiki anlam degerlerine
gore ilk asilama sonrasi Erp tarafindan %99,9 giivenilirlikte en iyi hiimoral bagisiklik

yanitinin tetiklendigi ve 66. giine kadar yiiksek kaldigr goriilmistiir (Sekil 4.20).

Erp

B Immiinizasyon éncesi W13 gin W30.gin W41 gin W66, gin
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Sekil 4.20 Montanide ISA 720 VG adjuvani ile hazirlanmis Erp’ye ait as1
formiilasyonlarinin BALB/c farelerdeki hiimoral bagisiklik (total IgG) yaniti.
Serumlarin 1:800 seyreltme degerleri kullanilmistir (***: p<0,001).

Farkl1 a1 gruplarina ait degerler birbirleri ile GraphPad Prism 5 programinda tek yonlii
varyans analizi ve Tukey’s testi yapilarak karsilastinnlmistir (Cizelge 4.1, 4.2).
Rekombinant Erp ile hazirlanan as1 formiilasyonu ve ticari BCG asis1 ile Montanide
ISA 720 VG adjuvanin BALB/c farelerinde uyardiklar1 hiicresel bagisiklik diizeyi
kantitatif olarak IL-12 ELISA deneyi ile analiz edilmistir. Elde edilen istatistiki anlam
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degerlerine gore adjuvan ve ticari BCG grubu arasinda 15., 30., ve 41. glinlerde anlamli
bir fark olmadig1 ve son olarak 66. gunde adjuvan grubunun ticari BCG grubuna kiyasla
IL-12 seviyesini artirdigi goriilmiistiir. Adjuvan ve rekombinant Erp grubu arasinda 15.
ve 30. giinlerde anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir. 41. ve 66. gunlerde adjuvanin
IL-12 seviyesini Erp grubuna gore daha iyi artirdign goriilmiistir. Ticari BCG ve
rekombinant Erp grubu arasinda ise 15. ve 30. gunlerde Erp’nin IL-12 seviyesinde artisa
neden oldugu ve son olarak 41. giinde IL-12 seviyesinin azaldigi ve ticari BCG

grubunun altina distiigi gortilmistir (Sekil 4.21).

Rekombinant Erp ile hazirlanan as1 formiilasyonu ve ticari BCG asis1 ile Montanide
ISA 720 VG adjuvanin BALB/c farelerinde uyardiklar1 hiicresel bagisiklik diizeyi
kantitatif olarak IFN-y ELISA deneyi ile analiz edilmistir Adjuvan ve ticari BCG grubu
arasinda 15. ve 30. giinlerde anlaml1 bir fark olmadig: goriilmiistiir. 41. ve 66. glinlerde
ise BCG grubunun IFN-y seviyesini artirdig1 goriilmistiir. Adjuvan ve rekombinant Erp
grubu arasinda ise 30. ve 66. glnlerde anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir. 15. ve 41.
glnlerde ise Erp grubunun IFN-y seviyesini artirdigi goriilmistir. Ticari BCG ve
rekombinant Erp gruplari arasinda ise sadece 66. giinde BCG’nin IFN-y seviyesini
artdirdig1 goriilmistiir. Diger giinlerde iki grup arsinda anlaml fark yoktur (Sekil 4.22).

600

pg/mL1L-12

Adjuvan BCG Erp
As1
B Immiinizasyon 6ncesi M 15 gin W30.gin W41 gin ™66. gin

Sekil 4.21 Montanide ISA 720 VG adjuvami ile hazirlanmis Erp’ye ait asi
formulasyonun BALB/c farelerdeki serum IL-12 seviyesi
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Cizelge 4.1 Farkli as1 gruplarinin BALB/c farelerdeki serum IL-12 diizeylerinin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s testi ile karsilagtiriimasi

Ast Immiinizasyon | 15. giin 30.gun | 41. gin 66. giin
gruplart | Oncesi

Adj-BCG | * AD AD AD *x
Adi-Erp | AD AD AD o *
BCG-Erp | ** * * * AD

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

pg/mL IFN-y

Adjuvan BCG Emp

As1
B Immiinizasyon éncesi M 15.giin ®30.gin M4l gin M66. gin

Sekil 4.22 Montanide ISA 720 VG adjuvami ile hazirlanmis Erp’ye ait as1
formiilasyonlarinin BALB/c farelerdeki serum IFN-y seviyesi.

Cizelge 4.2 Farkli as1 gruplarinin BALB/c farelerdeki serum IFN-y diizeylerinin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s testi ile karsilastirilmasi

Ast Immiinizasyon | 15. gin 30. gun 41. gln 66. gun
gruplart | 6ncesi

Adj-BCG | AD AD AD * *
Adj-Erp | AD * AD *x AD
BCG-Erp | AD AD AD AD *

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

Tuberkiloz, M. tuberculosis'in neden oldugu enfeksiyondan kaynaklanan ve diinya
capinda varligini hala devam ettiren 6nemli bir hastaliktir (Taylor et al. 2003). M.
tuberculosis enfeksiyonuna karsi smirli bir koruma saglayan diinyadaki tek lisansh
tiiberkiiloz asist M. bovis Bacillus Calmette Guerin (BCG)’dir (Li et al. 2014). Canlhi
zayiflatilmis ve rekombinant agilar gibi bircok yeni tiiberkiiloz as1 preparati deneysel
olarak arastirilmaktadir (Li et al. 1999). Tiberkiiloz hastaligin1 tiiberkiiloz
enfeksiyonundan ayirt edebilmek i¢in yeni antijenleri tanimlamak gereklidir. Yakin
zamanda tanimlanan bir M. tuberculosis proteini olan Erp (exported repetitive
protein)’ye verilen hiicresel ve hiimoral bagisiklik yanitlari, insanlarda heniz
arastirtlmamustir ve bunun i¢in ¢alismalar baglatilabilir (Martinez et al. 2007). Alt Unite
tiiberkiiloz asis1 gelistirilirken, koruyucu bir bagisiklik yaniti elde etmek i¢in etkin bir
yardimc1 madde (adjuvan) kullanilmasi gerekmektedir. Yag bazli bir adjuvan olan
Montanide ISA 720 (SEPPIC, Paris, Fransa)'nin insan asilarinda kullanimi onaylanmis
olup gucli IFN-y ve IL-12 cevabi olusturmaktadir (Osorio et al. 2004).

Son yillarda yapilan ¢aligsmalar tiiberkiiloza yeni as gelistirme {lizerine olmaktadir. Bu
caligmalar arasinda rekombinant as1 ¢alismalarida bulunmaktadir. Baz1 ¢alismalar ise
DNA asis1 gelistirme ve BCG ile birlestirilmis asilar iizerinedir. Bu caligmalarda
cogunlukla proteinin fliizyonu ile elde edilen asilar denenmektedir. Bilinen antijenlerin
kullanildig1 calismalar disinda tiiberkiiloz asis1 gelistirmek i¢in yeni antijen adaylar1 da

arastirilmaktadir.

erp geninin bozulmasi durumunda hem hiicre kiiltiirii deneylerinde in-vitro hem de
enfeksiyon olusturularak yapilan fare modelinde in-vivo biliylimeyi diisiirdiigii ve
virlilansta belirgin bir azalma ile sonuglandigi rapor edilmistir (de Mendonga-Lima et
al. 2003). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ise erp alelinin enfekte hayvanlarin
akciger lezyonlarinin sayisini ve boyutunu giiclii bir sekilde etkiledigi gosterilmistir. Bu
nedenle erp'nin kritik bir viriilans faktorii oldugu belirtilmistir (Kocincova et al. 2004).
Berthert ve arkadaglar1 (1998) yaptiklari bir ¢aligmada M. tuberculosis ve M. bovis erp
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geninin bozulmasi ile yapilan virulans c¢alismalarinda mutant bakterilerin biiylimede
zayifladigint ortaya koymustur. Ayni zamanda erp islevinin M. tuberculosis ve M.
marinum'un viriilansina benzer sekilde gerekli oldugu rapor edilmistir (Cosma et al.
2006). Solans ve arkadaslar1 (2014)’te erp geninin inaktivasyonu ile yapilan bir canli as1
caligmasinda erp’nin M. tuberculosis hiicre igi replikasyonunda rol alan bir virtlans
faktorii oldugunu belirtmis ve ayn1 zamanda yapilan asilamalarda BCG’ye kiyasla daha
onemli bagisiklik yaniti verdigini rapor etmistir. Ayni1 zamanda, Erp'nin insanlarda
tiilbekiiloz enfeksiyonu ile hastalifin1 ayirt etmede de kullanilabilecegi gosterilmistir
(Martinez et al. 2007). Gurung ve arkadaslar1 (2014)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada M.
avium’a kars1 rekombinant as1 gelistirme c¢alismalarinda Montanide adjuvaninin
MAP2698c ve MAP3567 proteinleriyle birlikte kuvvetli bir IFN-y cevabi olusturdugunu

gostermistir.

Rv3615¢c, Mtb10.4 ve Rv2660c antijenlerinden olusan TFP846 iiglii flizyonunu ifade
eden vezikuler stomatit virtisi (VSV-846) ile intranazal bagisiklanan farelerde kontrol
gruba gore BCG enfeksiyonunda yaklasik 10 kat azalma goriilmiistiir. Ayrica, bos
vektor ile asilan farelere gore VSV-846 ile asilanan farelerde daha yiiksek antijene 6zgii
IFN-y diizeyi tespit edilmistir (Zhang et al. 2017). Ag85A, Ag85B ve TB10.4
antijenlerini ifade eden adenoviriis ile olusturulmus AERAS-402 asisinin makaklarda
gucli  bir hicresel bagisiklik yaniti olusturdugunu fakat yiiksek dozdaki M.
tuberculosis’e karst koruyucu olmadigi bildirilmistir (Darrah et al. 2014). M.
tuberculosis'e ait Ag85B ve ESAT-6 proteinlerinden olusan flizyonun makaklart
korudugu ve koruyucu immiin yanitlari indiikledigi (IgG ve IFN-y) rapor edilmistir
(Langermans et al. 2005). Li ve arkadaslart (2014),’1 M. tuberculosis antijenlerini
(CFP10, ESAT6, Ag85A ve Ag85B) ifade eden rekombinant bir adenovirls (Ad5-
CEAB) olusturmugslardir. Ad5-CEAB’1n ozellikle 1gG, IFN-y ve IL-12 ile karakterize
edilen hiimoral ve hiicresel bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikardigini géstermislerdir. Zhao ve
arkadaglar1 (2012) M. tuberculosis’e ait HBHA ile insan IL12 flizyonunu ekspres eden
rekombinant M. smegmatis susu olusturmuslardir. Kontrol grubuna kiyasla asilanan
gruplarin  IFN-y ve [IL-12 seviyesinin Onemli derecede artis gosterdigini
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte asilanmis farelerin M. tuberculosis'in blytmesini
engelledigini rapor etmislerdir. Lu ve arkadaglari (2014) Ag85B ve ESAT6-CFP10
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flizyonu ile bacillus Calmette-Guerin CpG ve alum adjuvan sisteminden olusan
AEC/BCO02 asisinin farelerde bagisikligi tetikledigini ve ayni zamanda kobaylarda da
koruma sagladigini belirtmistir. Asinin farkli zamanlarda farelerde antijen spesifik 1FN-
y salgilayan T hiicrelerinin yliksek bir frekansi ile karakterize edilen giiclii bir hiicresel

bagisiklik tepkisi uyandirdigini belirtmistir.

M. tuberculosis’e ait ESAT-6, MPT-64, KatG ve HBHA’nin doku plazminojen
aktivator (TPA) sinyal dizisi ile fiizyonundan olusan bir DNA asis1 olusturulmustur.
Dort antijenden yalmizca ESAT-6’nin kontroller ile karsilastirildiginda enfeksiyonun
yayllmasint engelledigi goriilmiistiir. Ayni zamanda yiiksek diizeyde hiimoral ve
koruyucu bagisiklik tepkileri verdigi rapor edilmistir (Li et al. 1999). Delogu ve
Brennan (2001) hicre ylzey proteinlerini kodlayan PE ve PE_PGRS genlerinin
farelerde koruyuculugunu denemek icin DNA asis1 ¢alismalar1 yapmislardir. Asinin
hiimoral bagisiklik tepkisini serumdaki IgG seviyesi ile hiicresel bagisiklik tepkisini
serum IFN-y seviyesi ile dlgmiiglerdir. Elde ettikleri verilere gore asilanan farelerin
gliclii bagisiklik yaniti olusturdugunu gostermislerdir. IFN-y seviyesini oldukc¢a yuksek
bulmuslardir. Kita ve arkadaslar1 (2005) viriis lipozomunu kullanarak mikobakteriyel 1s1
soku protein 65'i (Hsp65) ve interlokin-12'yi (IL-12) ifade eden bir DNA as1
kombinasyonunu ve 72f flizyon genini barindiran rekombinant bir BCG'yi (72f rBCG)
iceren iki yeni tiiberkiiloz asis1 gelistirmislerdir. HSP65+IL-12 ve ayn1 zamanda 72f
rBCG agilart ile asilama sonucunda BCG'ye gore bagisiklik yanitlarinin
degerlendirilmesinde daha iyi koruyucu etkinlik sagladigini gostermistir. Liang ve
arkadaglar1 (2017) rv2190c veya ag85a genleri ile hazirlanmis olan DNA asilari ile ilgili
yaptiklar1 bir calismada asilanan farelerin kontrol grubuna kiyasla IFN-y seviyesinin
arttigini, akciger ve dalakta tutunan M. tuberculosis varliginda diisiis gézlendigini rapor
etmistir. Kimerik Ag85A/B DNA asisinin M. tuberculosis ile enfekte olmus farelerde
tedavi edici oldugu gosterilmistir (Liang et al. 2012). Bunun yami sira, Lee ve
arkadslarinin  (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada RpfB DNA asisinin farelerde M.

tuberculosis’e spesifik T hiicresi cevabini tetikledigini bildirmistir.

Marcus ve arkadaslar1 (2015) yaptiklar bir ¢alismada tiberkuloz ile ilgili problemleri

¢ozmek igin iki yeni canli zayiflatilmis as1 adayr (mosR ve echA7) tasarlamistir. Elde
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edilen verilere gore BCG'ye kiyasla hem mosR hem de echA7 asilarinin daha giigli bir
sekilde CD4+IFN-y bagisiklik tepkisi olusturdugunu belirtmislerdir. Horwitz ve
arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada M. tuberculosis'e ait 30-kDa major sekresyon
proteinini ekspres eden rekombinant M. bovis BCG (rBCG30) susunu kobay tizerinde
denemislerdir. 30-kDa major proteinine karst 6nemli derecede hiicresel ve hiimoral
bagisiklik tepkilerinin olustugunu belirtmiglerdir. Orr ve arkadaslar1 (2014) yaptiklari
bir c¢alismada 84 rekombinant M. tuberculosis proteininin  immunodominant
hiyerarsisini tanimlamislardir. Gili¢lii koruyucu etkisi olan iki protein flizyonu
gerceklestirmigler ve bu flizyon proteinlerini adjuvan ile birlestirdiklerinde saglam bir
Thl yanitinin olustugunu gozlemlemislerdir. Skeiky ve arkadaslart (2004) M.
tuberculosis'e ait 72 kDa'luk bir poliproteinin hem DNA hem de protein asis1 seklinde
farelerde ve kobaylarda koruyucu oldugunu rapor etmistir. Xue ve arkadaslari (2012), M.

tuberculosis'e ait RpfE proteini rekombinant olarak saflastirmig ve farelerde bagisiklik yanitint

tetikledigini bildirmistir.

Bu c¢aligmada rekombinant Erp’nin Montanide ISA 720 adjuvani ile olusturulan asi
formiilasyonunun BALB/c farelerdeki hiicresel bagisiklik yaniti serum interferon-gama
(IFN-y) ve interlokin-12 (IL-12) seviyeleri ile 6l¢iildi. Erp as1 formiilasyonunun IFN-y
seviyesini artirmada BCG kadar etkili oldugu goriildii. Bununla birlikte Erp
formiilasyonunun 15. ve 30. giinlerde BCG’den daha yiiksek IL-12 seviyesi sagladig:
gozlendi. Aym1 zamanda rekombinant Erp ve Montanide ISA 720 adjuvani ile
olusturulan formiilasyonun BALB/c farelerde antikor (IgG) seviyesini 6nemli derecede

artirdig1 gozlendi.

Sonu¢ olarak, bu tez ¢alismasinda, Tirkiye’deki bir hastadan izole edilmis M.
tuberculosis susundan klonlanarak E. coli’de ifade edilen, saflagtirilip Montanide ISA
720 VG adjuvam ile formiilize edilen rekombinant Erp’nin BALB/c farelerde
tetikledikleri hiimoral ve hiicresel bagisiklik yaniti incelendi. Bu formiilasyonun antikor
diizeyini artirmada basarili oldugu, serum IFN-y ve IL-12 seviyesini artirmada
degiskenlik gosterdigi belirlendi. 1L-12 seviyesini IFN-y seviyesine goére daha iyi
uyardig1 gozlendi. IFN-y ve IL-12 seviyelerinin genel olarak ticari BCG asis1 ile aym
diizeyde oldugu ve Erp formulasyonunun hiicresel bagisikligi tetiklemede BCG asisi
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kadar etkili oldugu tespit edildi. Elde edilen bu verilere gore rekombinant Erp asi
formiilasyonunun hiicresel bagisikliktan ziyade hiimoral bagisiklig1 daha iyi tetikledigi
sOylenebilir. Tiiberkiiloza kars1 as1 gelistirme ¢alismalarinin ¢ogunda hiicresel bagisiklik
yanit1 tizerinde durulmustur. Fakat Prados-Rosales ve arkadaslar1 (2017)’nin yaptiklari
calismada mikobakteriyel kapsiiler arabinomannan (AM) ve Ag85b ile elde edilmis
polisakkarit konjiigatin farelerde antikor (IgG) Uretiminde artis sagladigi ve kontrol
grubu ile kiyaslandiginda akciger ve dalakta bulunan M. tuberculosis sayisinda diisiis
gozlenmistir. Bu ¢alismada da rekombinant Erp ve Montanide ISA 720 adjuvam ile
olusturulan formiilasyonun BALB/c farelerde antikor diizeyini 6nemli miktarda artirdigi

gozlenmistir.

Bundan sonra yapilacak olan ¢alismalarda, Erp ile birlikte hicresel ve himoral
bagisikligr tetikleyen M. tuberculosis antijen proteinleri kullanilarak olusturulacak ikili
veya lgli fiizyonlarin daha etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, hiicresel yaniti
artirmak i¢in farkli adjuvanlar da kullanilabilir. Bunun yani1 sira, bu asi
formilasyonunun fare dalak ve akcigerinde M. tuberculosis tutunmasini nasil

etkiledikleri ile ilgili koruyucu etki ¢alismalari da yapilabilir.
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Ek-1 Plazmitler ve Boyut Belirtecleri
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Sekil 1 pGEM-T® Easy klonlama vektorii (Promega #A1360)
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Sekil 2 pET-28a(+) His-tag ekspresyon vektori (Novagen #69864-3)

A e B MW, kDa
116.0

—g5— | - ~66.2

15.0

—35.0
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——18.4
144

i — I 3

et ||

< = 12% Tris-glycine S05-PAGE
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 3 A) PageRuler™ Plus Prestained protein marker (Fermentas), B) Unstained
protein molekiiler agirlik marker (Fermentas)

GeneRuler 50 bp DNA Ladder

=) O) = O DD N
o
(=2}
=1
=]

2 5% agarose

0.5 pg/iane, & cm length gel.

1% TBE, 5 Viem, 1 h - 50

5% polyacrylamide

0.5 po/lane, 20 cm length gel
IXTAE, 8V/iem, 3 h

Sekil 4 GeneRuler 50 bp DNA marker (Thermo)
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Ek-2 Kiltir Ortamlarinin Hazirlanmasi

1. Luria Broth (LB)
Distile su 1000 mL
Luria Broth 259

Steril etmek icin 121 °C’de 20 dakika

2. Luria Agar (LA)
Distile su 1000 mL
Luria Agar 409

Steril etmek i¢in 121 °C’de 20 dakika
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Ek-3 Soltsyon ve Tamponlar

1. Agaroz Jel Elektroforezi

TAE tampon (50X)

Tris-baz 242 g

Glasiyal asetik asit 57.1 mL

EDTA (0.5 M, pH 8.0) 100 mL

Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

Yiikleme tamponu (10X)

Bromofenol mavisi (w/v) % 0.25
Ksilen siyanol FF (w/v) % 0.25
Sukroz (wi/v) % 40

2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Akrilamit/Bis

Akrilamit 146 g

N.N’-Metilen bis akrilamit 4q

Distile su 500 mL’ye tamamlanir

Filtrelenir, 1siktan korunur ve +4°C’de saklanur.
Tris HCI (1.5 M)

Tris-baz 54,45 g
Distile su 150 mL

pH 8.8’e ayarlanir ve toplam hacim 300 mL’ye distile su ile tamamlanir. +4°C’de
saklanir.
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Tris HCI (0.5 M)
Tris-baz 69
Distile su 60 mL

pH 6.8’¢ ayarlanir ve toplam hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlanir. +4°C’de
saklanir.

Kosturma tamponu (10X)

Tris- baz 309

Glisin 144 g

SDS 10¢

Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

Ornek yiikleme tamponu (4X)

Tris- HCI (1 M, pH 6.8) 2 mL

EDTA (0.5 M) 1mL

Gliserol 4 mL

SDS 08¢
-merkaptoetanol 0.4 mL

Bromofenol mavisi 0.008 g

Distile su 10 mL’ye tamamlanir

Coomassie Mavi R-250 Boyasi

Coomassie Mavi R-250 0.25¢g
Metanol 125 mL

Glasiyal asetik asit 25 mL
Distile su 100 mL
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Boya uzaklastirma soliisyonu

Metanol 100 mL
Glasiyal asetik asit 100 mL
Distile su 800 mL

3. Western Blot

Transfer tamponu (1X)

Metanol 200 mL

Tris-baz 3.63¢g

Glisin 144 ¢

SDS 0.37g

Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

TBS (Tris buffer saline) (1X)

Tris-baz 2429
NaCl 29.2¢
Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

4. Protein Saflastirma

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

Ure 8 M
NaCl 300 mM
NaH2PO4 50 mM
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5. E. coli Kompetan Huicre Tamponu

Tampon 1

RuCl 100 mM
KAc 30 mM
CaCl2 10 mM
Gliserol %15

pH 5.8’e ayarlanir ve filtre edilir

Tampon 2

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

pH 6.5’e ayarlanir ve filtre edilir

6. Koloni Se¢imi i¢in IPTG
IPTG 100 mg
Distile su 1mL

Filtre ile steril edilip -20°C’de saklanir

7. X-gal
X-gal 20 mg
Dimetilformamit 1mL

Isiktan korunur ve -20°C’de saklanir
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8. Plazmit izolasyonu

STE tamponu

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

Lizis tamponu

NaOH 0.3M
SDS (wiv) %2
9. ELISA

Karbonat/Bikarbonat Tamponu (0.05 M)

Na2COs3 1.59¢
NaHCOs3 3.88¢
Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

pH 9.6’ya ayarlanir ve +4°C’de saklanir

Yikama soliisyonu (1X PBS- %60.1 Tween-20)

NaCl 8¢

KCI 029

NazHPO4 1.44 ¢

KH2PO4 0.24¢

Tween-20 1mL

Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

pH 7.2°ye ayarlanir ve +4°C’de saklanir
Bloklama soliisyonu

1X PBS-%0.1 Tween-20 i¢ine %2 (w/v) BSA
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10. ELISA IFN-y

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

NaCl 8¢

KCI 0.2g

Na2HPO4 144 ¢

KH2PO4 0.24¢

Tween-20 2mL

Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

pH 7.4’e ayarlanir ve +4°C’de saklanir
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Ek-4 Kullamlan Kimyasal ve Enzimler

Akrilamit (Sigma)

Agar (Oxoid)

Agaroz (Biomax-Prona)
Ampisilin (Sigma)

BamHI (Thermo)

Bglll (Thermo)

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

Etanol (Sigma)

Etidyum bromdr (Sigma)
Glasiyal asetik asit (Merck)
Gliserol (Sigma)

Glisin (Merck)

HCI (Merck)

IPTG (Sigma)

Kanamisin (Sigma)

KCI (Merck)

KH2PO4 (Merck)

Luria Broth (Merck)

Metanol (Sigma)

MOPS (Sigma)
N.N’Metilen-bis akrilamit (Sigma)
Na2HPO4 (Merck)

NaCl (Merck)

NaHCO3z (Merck)

NaOH (Merck)

KCH3CO. (Merck)

RuCl (Merck)

SDS (Sigma)

Sut tozu (Sigma)

Suikroz (Sigma)

Tagq DNA polimeraz (Thermo)
TEMED (Sigma)

Tris-baz (Merck)

Tris-HCI (Merck)

Tween-20 (Merck)

T4 DNA ligaz (Thermo)

Ure (Merck)

X-gal (Sigma)

Merkaptoetanol (Merck)
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