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Brusella, aerobik, spor olusturmayan, hareketsiz, gram negatif bir kokobasil olup, insanlarda kronik
enfeksiyona neden olan, NIH/CDC’ye gore B kategorisinde bir bioterdr ajanidir. Bruselloz,
hayvanlardan ya da bunlarin iiriinlerinden insanlara bulasan zoonotik bir hastaliktir. Tiirkiye’de dahil
olmak iizere bircok gelismekte olan iilkede; hem halk sagligi hem de ekonomik 6nemi olan bir
zoonozdur. Erken teshis ve enfekte hayvanlarin ayrimi, hastaligi kontrol etmek i¢in Onemlidir.
Brusella icin serodiagnostik testler, hiicrenin lipopolisakkarid (LPS) bilesenine karsi gelistirilmis
antikorlarin saptanmasi temeline dayanir. Ancak, diger gram negatif bakterilerle gapraz reaksiyon
nedeniyle yanlis pozitif sonug vermesi bu yontemin yararini sinirlamaktadir. Bu ¢aligmada, LPS ‘ye
alternatif olarak Brucella melitensis Revl’e ait antijenik dis membran proteini (omp28 precursor)
klonlandiktan sonra iiretilip saflagtirildi. Rekombinant proteinin tespitini ve saflagtirilmasini
kolaylagtirmak i¢in N-terminal kismina His-sumo tag eklenmistir. B. melitensis Revl omp28 precursor
geninin, ORF gen bdlgesi PCR ile ¢ogaltilip, direkt olarak pETSUMO vektoriine klonlandi. Klonlanan
plazmitinin biitiinliigii PCR ve sekans analizi kullanilarak dogrulandi. Recombinant vektor E. coli One
Shot® Machl™ hiicrelerinde g¢ogaltildiktan sonra, E. coli BL21(D3) hiicrelerine transfer edilip,
protein ekspresyonu IPTG ile indiiklendi. Eksprese edilen rekombinant protein Ni-agaroz
kromatografisi ile saflagtirildi ve anti-His antikoru kullanilarak yapilan westernblot ve dot blotla
dogrulandir. Saflagtiritlmis omp28 precursor proteinin bruSella teshisindeki etkinligi, Sanliurfa’da
cesitli hastanelerden toplanan serumlarla indirect enzim-linked immunosorbent assay (ELISA)
yapilarak caligildi. Pozitif ve negatif oldugu bilinen serum 6rnekleri kullanildiginda omp28 precursor
proteinin brusella enfekte insan serumlarinda immiinreaktif oldugu tespit edildi. Altmis insan serumu;
omp28 precursor antijen tabanli ELISA testi ile tarandi1 ve sonuglar Rose Bengal Plate agliitinasyon
testi (RBPT) ile karsilagtirildi. Rekombinant omp28 precursor temelli ELISA testinin; sensivitesi %
87,8 spesifitesi % 96,2 pozitif prediktif deger % 96,6 negatif prediktif deger % 78,7 ve test gegerliligi
% 91,6 olarak tespit edildi. Rekombinant B. melitensis Revl omp28 precursor proteinin insan
bruselloz tanisi i¢in bir protein antijeni olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

ANAHTAR KELIMELER: Brucella melitensis Revl, Omp28 precursor, Rekombinant DNA,
Klonlama, Protein ekspresyonu, Protein Saflastirma, ELISA
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Brucella, an aerobic, nonsporeforming, nonmotile Gram-negative coccobacillus, is a NIH/CDC
category B bioterror threat agent that causes chronic human illness. Brucellosis is a zoonotic disease
transmitted to humans either from animals or from their products. It is a zoonosis of both public health
and economic importance in many developing countries including Turkey. Early detection and
segregation of the infected animals are important in order to control the disease. Serodiagnostic tests
for brucellosis is mainly based on detection of antibodies developed against lipopolysaccharide (LPS)
component of cell. However, the usefulness of this method is limited by false-positive reactions due to
cross-reaction with other Gram negative bacteria. In this study we evaluated a protein antigen, outer
membrane 28 precursor protein (omp28 precursor), of Brucella melitensis Revl as an alternative to
LPS. In this study, we cloned, expressed, and purified omp28 precursor of Brucella melitensis Rev1.
The recombinant protein was fused with 6-His and sumo epitope tags at their N- termini to facilitate
detection and purification. The B. melitensis Revl omp28 precursor gen was PCR synthesized based
on their ORF sequence and directly cloned into an pETSUMO vector. The integrity of the constructed
plazmid was confirmed using PCR and sequencing. The recombinant entry construct were propagated
in E. coli One Shot® Mach1™ cells then transformed into E.coli BL21 (D3) cells for IPTG induced
protein expression. The expressed recombinant protein was purified by chromatography through Ni-
agarose and confirmed with Western blot and Dot blot analysis using anti-His antibody. The efficacy
of purified omp28 precursor was studied in an indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
for diagnosis of brucellosis in field sera collected from different hospital in Sanlurfa. Using known
negative and positive serum samples. it was found that omp28 precursor is immunoreactive to
Brucella infected human sera. Sixty human sera were screened by omp28 precursor antigen-based
ELISA and the results were compared to rose Bengal plate agglutination Test (RBPT). Recombinant
omp28 precursor antigen based ELISA has shown sensitivity of 87,8% specificity of 96,2% positive
predictive value 96,6 %, negative predictive value 78,78 % and accuracy of 91,6%. It was concluded
that recombinant B. melitensis Revl omp28 precursor could be used as a protein antigen for diagnosis
of brucellosis in human

KEY WORDS: Brucella melitensis Revl, Omp28 precursor, Recombinant DNA, Cloning, Protein
expression, Protein Purification, ELISA
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1. GIRIS

Brusellozis; insanlarda sayisiz orgami etkileyerek spesifik veya spesifik
olmayan belirtilerle hastalik yapan, laboratuvardan kaynakli bakteriyal enfeksiyon
ajani olarak son yillarda insidansi yiikselen, hayvanlarda siklikla abortus (diisiik) ve
slit veriminin azalmas1 gibi faktorlerden dolay: ciddi ekonomik kayiplara sebebiyet
veren, ayrica biyoterdrizm saldirilarinda kullanilan zoonotik bir hastaliktir (Giilliice
1993; Romero ve ark., 1995; Leal-Klevezas, 1995; Bricker, 2000; Garrido-Abellan,
2001; Bricker, 2002; Cloeckaert ve Vizcaino., 2004; Alain, 2005; Baddour ve
Alkhalifa, 2007; Ames, 2007).

Hayvanlarda; brusellozis enfeksiyonlarinda ana semptom, abortus dur. Plasenta
enfeksiyonu, epididimis, testisit en yaygin komplikasyonlaridir. Rapor edilen énemli
etkiler yaninda en 6nemli etki ekonomiktir, 6liimler fetus ve yeni doganlar disinda

nadirdir (Dizer, 2004; Cloeckaert ve Vizcaino., 2004; Ames, 2007).

Insanlarda ise brusellozis multisistematik bir hastaliktir ve semptomlar1 son
derece genis yayilim gosterir. Asemptomatik enfeksiyonlarda yaygindir.
Semptomatik vakalarda hastalik oldukca degiskendir ve klinik belirtiler sinsi bir
sekilde aniden ortaya cikar (Ames, 2007). Hastalik tablosu septisemiktir ve siirekli
ates, lstime, asir1 terleme, halsizlik, uykusuzluk gibi semptomlarda buna eslik
etmektedir. Insanlarda inkiibasyon periyodu 1-3 haftadir, ancak bazen birkag ayda
olabilir. Hastaligin iyilesmesi birka¢ haftadan birka¢ aya hatta birka¢ yila kadar
stirebilir (Rupesh, 2003). Brucella tiirlerinden 6zellikle B. abortus, B. canis, B. suis
ve B. melitensis cinsleri insanlarda enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Rupesh, 2003;
Ames, 2007).

Hastaligin yayilimi; enfekte hayvanlarin digki, siit, et ve bununla ilgili Girtinleri
ile plasenta ve abortus sonucu olur. Enfekte bir isletmede ¢alisanlarin, enfeksiyona
yakalanmalarina sebebiyet verebildiginden bir meslek rahatsizlig1 olarak da goriiliir
(Arasoglu, 2010). Brucella mikrobuyla tanigmis olan c¢iftlikte yasayan insanlar

hayvanlarla dogrudan temasta bulunmasalar dahi, enfeksiyondan etkilenebilirler.
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Ayni sekilde Brucella etkeninin c¢alisildigi laboratuvarlarda hijyen kosullarina
uyulmadiginda da bulasma gerceklesebilir. Cig olarak tiiketilen siit ile ¢ig siitten
yapilan taze peynir, tereyagl ve krema insanlarda brusellozisin énemli bulasma
faktorlerindendir. Ulkemizde, pastdrize siitten ziyade kaynatilmamis siit ve bundan
tiretilen siit tirtinlerini tikketme aligkanliklarindan dolayr bu etkene siklikla rastlanir
(Adigiizel, 2001). Birgok iilke, ineklerden brusellozisi basarili bir sekilde eradike
etmis olmasina ragmen, iilkemizde bu sorun hala 6nemini korumaktadir (Adigiizel,
2001). Aym1 etmen insan brusellozisinin olusumunda da 6nemli bir faktor olup,
Ozellikle endemik bolgelerde, ciddi ekonomik ve saglik problemlerine neden

olmaktadir (Rijpens ve ark., 1996; Corbel 1997; Cengiz, 2000; Boschiroli, 2001).

Brucelloz tanisi; heterojen ve zayif spesifik klinik belirtileri nedeniyle,
mikrobiyolojik ve serolojik testlere dayanmaktadir (Romero ve ark., 1995; Bricker,
2002; Baddour ve Alkhalifa, 2007). Mikrobiyolojik tanida; brucella yavas ve zor
gelistigi i¢in uzun siireli inkiibasyon periyodu, 6zel biiyiime medyumlar ve alt
kiltirler gereklidir (Rupesh, 2003; Baddour ve Alkhalifa, 2007). Ancak
mikrobiyolojik yontemlerde sensitivite diisiik olup, hastalik evresine gore %50-90
arasinda degismektedir (Garrido-Abellan, 2001). Ustelik klinik 6rneklerde tani
konulma prosesi olduk¢a uzundur ve 6rneklerdeki canli Brucella miktar1 da oldukca
diisiik oldugundan gelistirilmesi de zor olmaktadir. Ayrica ¢ogu Brucella tiirliniin
zoonotik yapisi laboratuar personeli icin gizli bir tehlike oldugundan calisan kisi
deneyimli olmal1 ve ¢alisma esnasinda en iyi laboratuvar ekipmanlart kullanilmalidir

(Leal-Klezevas, 2000; Bounadja, 2009).

Ozellikle teknolojinin yetersiz oldugu gelismekte olan iilkelerde veya kirsal
alanlarda hastalik yaygindir ve tanida serolojiye bel baglanilmistir (Rupesh, 2003;
Baddour ave Alkhalifa, 2007). Yaygin olarak kullanilan serolojik testler; serum
aglutinasyon test, coombs testi (CT) Anti-Brucella agliitinasyon test, rose bengal test
ve kompleman birlesme testleridir. Her bir testin kendine has dezavantajlar1 vardir.
Ancak genel olarak; test duyarlilik sinirlarimin genisligi, endemik bolgelerde diisiik
spesifite ve yiiksek immiin cevaplar, kronik hastaliklarda ve tekrarlayan vakalarda

yanlis sonuclarin alinmasi, capraz reaksiyonlarin varligi ve zaman, serolojik
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metodlarla brusellozis tanisinda karsilasilan onemli problemlerdir. (Leal-Klezevas,

2000; Garrido-Abellan, 2001; Gupta, 2006; Baddour ve Alkhalifa 2007).

Dolayist ile brusellozisin kontrol altina alinmasinda ve eradikasyonunda, yeni
tan1 metotlarmin  gelistirilmesi  gerekmektedir. Ozellikle biyolojik savas ve
agroterorizm c¢agina girdigimiz i¢in daha duyarli ve spesifik hizli testler simdiye
kadar oldugundan daha ¢ok gereklidir (Bricker, 2002). Ayrica brusellozisin hizli ve
dogru tanisi; itlaf etmek veya karantinaya almak gibi kontrol ©nlemlerinin
kullanildig1 eradikasyon programlarinin olumlu sonuglanmasinda ¢ok gereklidir
(Bricker ve Halling ve ark., 2005; Rijpens, 1996). Laboratuarlarda patojenin tespiti
ve bakteri izolasyonu ile brusellozisin tan1 c¢aligmalar1 ozellikle genis
populasyonlarin diizenli taranmasinda pratik olmayan bir yaklasimdir (Mukherjee,
2007).

Son yillarda brucellanin tanisinda ELISA ve PCR temelli testler kullaniimaya
baslanmigtir. PCR yalniz basmma veya etiketlenmis problarla; izole edilmis
bakterilerden sadece Brucella’nin izolasyonunu saglayan dnemli bir tekniktir (Gupta,
2006). PCR testlerinin baslangi¢ sathalarinda; test Ornekleri genellikle kiiltiir
organizmalarinin saf DNA’sinin elde edilmesi ile olusturulur. Ancak, pratikte
organizmanin gelisme basamagi atlanarak klinik Orneklerden direkt olarak tam
yapilmas1 daha akillicadir. Ayrica PCR islemi genellikle zaman alic1 ve genel teshis
laboratuarlarinin kullanimi iginde uygun degildir (Fredricks, 1999, Luk, 1994,
Zhong, 1999).

Biyolojik savas veya diger acil durumlarda sahada direkt analizi
gerceklestirmek onemli olabilir. Bu yiizden, direkt olarak enfekte veya kontamine
materyallerin analizini erken evrede saglayacak metodlar gelistirmek ¢ok onemlidir.
Ciinkii 6rnek hazirlama, basar1 i¢in bir anahtardir. Dahasi, baslangic 6rneginin
konsantrasyonu, genellikle kabul edilebilir tespit limitlerinin belirlenmesi igin
gereklidir (Bricker, 2002). Bu nedenlerden dolay1, daha iyi diagnostik ara¢ olarak

serodiagnostik testler, gerekli olan ihtiyaci karsilama potansiyeline sahiptir.

Brucella i¢in kullanilan serodiagnostik testler temelde brucella lipopolisakkarid

(LPS) bilesenine kars1 gelisen antikorlarin saptanmasi temeline dayanir. Brucelladaki
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S tipi LPS yapis1 bugiine kadar en giiglii antijenik 6zellik gosteren molekiillerdir
(Baldi, 1996; Zygmunt, 1994). Bundan dolayi; hem insanlarda hemde hayvanlarda
bruselloz tanis1 genellikle S-LPS‘ye karsi olusmus olan spesifik antikorlarin
saptanmasi temeline dayanir (Alton,1988; Wright, 1990). Ancak Anti- LPS’ye dayali
testlerin yanlis pozitif sonu¢ verme sorunlart bulunmaktadir. Yanlis pozitif sonug
verme, genellikle kdken olarak ayn1 LPS yapisina sahip olan Yersinia enterocolitica
0:9,Vibrio cholerae, Salmonella typhimurium ve Escherichia coli 0-157 bakterileri

arasindaki ¢apraz reaksiyondan kaynaklanmaktadir (Corbel, 1995).

Serolojik testler c¢apraz reaksiyonlar nedeniyle yanlis pozitif sonuglar
verdiginden gilinlimiizde giivenirligini kaybetmistir. Ayrica LPS antijeninin iiretimi
sirasinda yasanan zorluklar ve biyolojik risk olusturmasi da, bu nedenler arasinda
sayilabilir. Bu tiir nedenler LPS antijeni yerine, alternatif antijen arayislarina yol
acmistir. Bu ylizden Brusellozun immiinolojik caligmalarinda temel gaye, LPS
yapisinda olmayan yeni antijenlerin tespit edilmesi ve LPS antijenlerinin neden
oldugu sakincalar1 ortadan kaldirmaktir (Lindler, 1996; Debbarh, 1996; Cloeckaert,
2001).

Bu yiizden LPS yapisinda olmayip, insan ve hayvanlar i¢in immiinojenik ve
antijenik 6zellik gosteren bakteriyel bilesenlerin tespit edilmesi i¢in ¢esitli caligmalar
yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda; LPS antijeninin aksine, kismen saflastirilmig
sitoplazmik ve membran proteinlerinin humoral bagigiklik sistemini tetikledigi ve
brucella tanisinda yararl bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir (Baldi,
1996; Zygmunt, 1994; Cloeckaert, 2001; Hemmen ve ark., 1995; Letesson, 1997;
Goldbaum, 1993; Limet, 1993; Cassataro, 2002; Contreras-Rodriguez, 2006). Bu
sonuclara gore bazi bakteri bilesenlerinin, immiinojen, immiin sistemi aktiflestirici ve
koruyucu etkilerinin oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu bakteriyal bilesenler igerisinde
Ozellikle yilizey membran proteinleri; as1 ve tani kiti gelistirmek icin cazip
goriilmektedir. Bakterilerdeki dis membran proteinleri Brucella enfeksiyonunda
konak hiicrenin indiiksiyonu ve immiin yanit olusturmasinda Onemli rol
oynamaktadir. Genellikle basarili as1 ve diagnostik reaktifler oncelikle antikor

olusumu saglayan mikroorganizmalarin ylizeyindeki yapilardir. Bakterilerdeki yiizey
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proteinlerinin as1 ve diagnostik reaktiflerin gelistirilmesi i¢in Onemli antijenler

oldugu diistintilmektedir (Xuan ve ark., 2005).

Gen kiitiiphanesinin olmadigi zamanlarda; Brucella melitensis’in 20 kDa
(Dencel, 1995), 28 kDa (Lindler, 1996) ve 31 kDa (Vizcaino, 1996) membran
proteinleri ile B. abortus’a ait 16.5 kDa (Tibor, 1994), 22 kDa (Tibor, 1996), 25 kDa
(Wergifosse, 1995), 36 kDa (Ficht, 1989), B. ovis 25 kDa omp (Cloeckaert, 1996),
membran proteinleri geleneksel yontemlerle klonlanarak iiretilmistir. Sentezlenen bu
omp’ler diisiik molekiil agirliginda olup, rekombinant kiitiiphane verileri ve spesifik
diagnostik ajanlar kullanilarak yapilan immiin reaksiyon sonuglarina gore

tretilmistir.

B.melitensis ve B.suis genom sekansi 2002 yilinda yaymlanmasi sonucu
(Paulsen, 2002) elde edilen genom bilgileri Brucella dig membran proteinlerinin
(omp) klonlanmasi ve iiretimi igin son derece yararli olmustur (Ding ve ark; 2005).
Brucella omp proteinleri genis 6l¢ekte immiinojenik ve koruyucu antijenler olarak
karekterize edilmistir. Ancak calismalarin ¢ogunlugu biiylik molekiil agirlikli
omp‘ler lizerinde yogunlastigindan kiiciik omp’ler iizerindeki ¢aligmalar yetersiz

olmustur (Pasquevich, 2009).

Son zamanlarda kii¢iik molekiill agirlikli omp’ler {izerinde c¢alismalar
yapilmaya baslanmistir. Bu caligmalar sonucunda elde edilen omp’ler kullanilarak
yeni immiinodiagnostik testleri olusturma ¢abalar1 siirmektedir. immiinodiagnostik
testlerden Enzim linked immunosorbent assay (ELISA); daha duyarli, spesifik,
kolaylikla yiiksek miktarlara uygulanabilen, hizli, basit ve daha az is giicli gerektiren
bir tekniktir. Bu yontem geleneksel yontemlerle Brucella melitensis’in.

identifikasyonu, problemli kiiltiirler icin umut veren alternatif bir metottur.

Bu tez caligmasini; Brucella melitensis Revl susuna ait immunojenik yapida
oldugunu diisiindiigiimiiz ylizey membran omp28 precursor proteini rekombinant
DNA teknolojisi ile fretip affinite kromatografisi ile saflastirdiktan ve
karakterizasyonunu yaptiktan sonra, saflastirilan proteinleri ELISA ile diagnostik

etkinligini tespit edip, rutin tani testi olarak uygulanabilecek, kisa zamanda sonug
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alinabilen, pratik, sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek immiinodiagnostik bir test

gelistirmek amaciyla yaptik.

Bu amag dogrultusunda, Brucella melitensis Revl bakterisinin genomik DNA
izolasyonu yapildiktan sonra, ylizey membran omp28 precursor proteininin ORF gen
bolgesi uygun primerler kullanilip PCR ile c¢ogaltildiktan sonra, pPETSUMO
ekspresyon vektoriine klonlanip E.coli’ye transfer edildi, transformasyon sonrasinda
N-Terminal kisminda His-Sumo tag kismi igeren rekombinant protein sentezlenerek,
affinite kromatografi teknikleri ile saflastirildi. Saflastirma isleminden sonra,
Western blotlama ve Dot blotlama teknikleri ile proteininin karekterizasyonu
yapildiktan sonra proteinin tag kismi sumo proteaz enzimi ile uzaklastirilip, nativ
omp28 precursor proteini elde edildi. Saflastirilmis omp28 precursor proteininden
konvansiyonel serolojik testler gelistirmek icin daha Once karakterize edilen 30
Brucella enfeksiyonlu ve 30 saglikli insan serum 6rneklerinden olusan bir panel ile
gelistirdigimiz ELISA metodu test edilip, bruselloz tanisinda potansiyel kullanimi
tespit edildi.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Brucella spp.

2.1.1. Brucella genel ozellikleri

Brucella mikroorganizmasi; 0,6-1,5 um, 0,5-0,7 um boyutlarinda, makrofajlar
icerisinde iredigi icin fakiiltatif intracellular karakter gosteren, sporsuz,
bakteriyolojik boyalarla ¢gabuk boyanabilen Gram (-), aerobik, kii¢iik koko-basil veya
kisa ¢omak seklinde bir bakteridir. Kamg¢i veya pilileri olmadigindan
hareketsizdirler. Ancak kiiciik olduklarindan, molekiiler hareket nedeniyle,
yerlerinde titresirler (Braunien hareket). Comaklar genellikle tek veya ¢ift seklinde
goriiliir. Gergek kapsiil iiretmezler. S seklinde ve mukoid koloni olusturan suslarda
kapsiil olabilir (Giilliice, 1993; Romero ve ark., 1995; Corbel, 1997; Celebi, 1999;
Garrido-Abellan, 2001; Dizer 2004; Alain, 2005; Salehi, 2006; Temiz, 2006).

2.1.2. Kiiltiir yapisi ve biiyiime faktorleri

Brucella tiirleri aerobiktir, ancak bazi1 suslar1 biiyiimek icin %5-10
karbondioksite ihtiyag¢ duyar. Ozellikle B. abortus ve B. ovis ilk izolasyonda %5-10
CO2’li ortama gereksinim duyar (Gilliice, 1993; Corbel, 1997; Celebi, 1999;
Garrido-Abellan, 2001; Dizer, 2004; Tasci, 2004; Alain, 2005; Temiz, 2006).
Optimal ireme 1sis1 37°C olmakla Dbirlikte, 10-40°C’de de iireyebilirler.
Organizmanin biiyiimesi i¢in gerekli pH aralig1 6,7-7,4"diir (Garrido-Abellan, 2001;
Tas¢1, 2004). Brucella tiirleri intracellular yasadiklarindan, beslenme ihtiyaglar
komplekstir ve insanlarda hastaliga neden olan bakterilere gére daha uzun bir
boliinme peryoduna (2,5-3,5 saat) sahiptirler. Bilhassa ilk izolasyonda kompleks
besiyerlerinin kullanilmas1 gerekir. Et 0ziitii, triptoz gibi kompleks peptonlu, glikoz

ve tuz iceren besiyerlerinde 1yi lirerler.
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2.1.3. Antijenik yapis1

Brucella antijenleri; aglutinojenik, presipitojenik, opsonojenik ve allerjik
yapida kompleks antijenlerdir. Kimyasal yapilari; polisakkarit, protein, lipid ve
deoksiriboniikleik asitlerin tiirlere gore degisik karisimlarindan ibarettir (Giilliice,
1993). Brucella hiicre yiizeyi antijenleri; hiicre i¢i antijenlerin aksine, kiiltiirlin koloni

fazinda S-R degisikligine bagli, tiir ve biyotipe gore farklilik gosterir.

Smooth ve rough Brucella tiirleri arasindaki farklilik; yiizey antijenlerini iceren
ve immun cevaba neden olan lipopolisakkarit (LPS) komplekslerinin
kombinasyonundaki farkliliklardan ileri gelir (Giilliice, 1993; Corbel, 1997; Garrido-
Abellan ve ark., 2001; Cutler, 2006). Lipopolisakkarit zinciri; O-polisakkarit
zincirini (major yiizey antijeni) ihtiva etmesine gore smooth (S-LPS) veya rough (R-
LPS) yapisinda olabilir (Corbel, 1997; Hernandez ve ark., 2007). Smooth Brucella
suslarinda; S-LPS; 2 tip aminoglikoz igeren lipid A, B-hidroksimistrik asit hari¢
ayirict yag asitleri, glikoz, mannoz ve quinovosaminden olusan bir ¢ekirdek bolgesi
ve O zincirinden olusur (Corbel 1997). O zinciri enfekte konakgilarm antikor
cevabinda bir immunodominat antijendir ve S-Brucella tiirleri tarafindan sebep
olunan enfeksiyonlarin serolojik tanisinda major antijenik determinanttir (Cloeckaert
ark., 2002; Hernandez ve ark., 2007). B. melitensis, B. abortus ve B. suis tiirleri
smooth veya rough yapisinda olabilirler. B. ovis ve B. canis ise major yiizey antijen

olarak R-LPS’yi eksprese ederek R formlarini olustururlar (Cloeckart ve ark., 2002).

Brucella suslarmin; Escherichia hermanni ve Escherichia coli 0:157,
Salmonella O:30, Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio cholerae O:1 ve Yersinia
enterocolitica O:9 tiirleri ile gapraz reaksiyonunun sebebi de LPS’lerinde 4-amino,
4-6 dideoksimannoz varhigidir (Corbel, 1997). R-LPS’nin yapisi; O zincirinin hig
olmamasi veya birkag¢ rezidiisiiniin eksilmesi diginda S-LPS yapisiyla benzerdir. Bu
yizden R-LPS’nin spesifikligi biiyiikk oranda merkez polisakkarit ile baglantilidir
(Corbel, 1997). Smooth Brucella tiirlerinden koken alan rough mutantlarinin
virulansinda 6nemli bir azalma gozlenmektedir. Buna goére LPS yapisinda yer alan

O-polisakkaritlerinin, S-LPS tasiyan Brucella suslarinin patojenitesi i¢in gerekli
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oldugu diisiiniilebilir. Ancak, B. ovis ve B. canis tiirlerinin LPS tabakalarinda O
zincirleri yoktur. Bu tiirler koclarda ve kopeklerde patojeniktirler ve uzun siireli
enfeksiyonlar1 indiiklerler. O-polisakkarit zincirleri Brucella tiirlerinin = dis
membranlarindaki diger komponentleri baskiladigr i¢in; OM proteinleri R
formundaki B. ovis ve B. canis tiirlerinin dis membranlarinin yiizeyinde daha fazla
olusurlar ve virulansi artirirlar. Brucella tiirleri (6zellikle S formlari); diger Gram (-)
bakterilerin dis membranlarinda yer alan ve bakteri oldiiriicti etkiye sahip katyonik
peptidlere daha direnglidir. Bu direncin olusmasinda da Lipit A kompleksi biiyiik bir
rol oynamasina karsin, dis membranlarinda O-polisakkarit zincirinin varligr da

onemli bir etkendir (Hernandez ve ark., 2007).

S-Brucella suslar1 aglutinasyon testinde absorbe olmamis antiserumlar ile tam
olarak capraz reaksiyon verdikleri halde, R ve M tipi koloniler ¢ok az veya hig
capraz reaksiyon vermezler. R antijeni olarak tanimlanan ortak bir antijenik
determinant, R-Brucella tiirlerinin en biiyiik yiizey antijeni olarak belirlenmistir
(Gtilliice, 1993; Garrido, 2001; Corbel, 1997).

Brucella’larin, ayrica Salmonella’larin Vi antijenlerine benzeyen, L antijenleri
de gosterilmistir. Daha ¢ok B. abortus tiplerinde bulunmus olan L antijeni, yeni izole
edilen bakterilerde var olup, onlarin immun serumlarla aglutinasyonuna engel
olmaktadir. Bu olay, serumlar 100°C’de yarim saat 1sitildiktan sonra ortadan

kalkmaktadir (Celebi, 1999).

Brucella digs membrani; LPS disinda major dis membran proteinlerden olusur.
Bu proteinler ilk kez 1980 yillar1 basinda hiicre yapisinin deterjanla ekstraksiyonu
tanimlanmig, immunojenik ve koruyucu antijen olarak karakterize edilmislerdir.
Ancak rekombinant protein teknolojisi ve monoklonal antikor kullanimi major
omp’lerin smooth (S) B. abortus veya B. melitensis enfeksiyonlarinda antijen olarak
cok az bir etkiye sahip oldugunu, model fare enfeksiyonlarinda hi¢ veya cok az
koruyucu aktivitesinin oldugunu ve konukcu enfeksiyonu sirasinda immunojenik
cevap olusturmadigin1 gosterdi. Ancak grup 3 proteinlerinden 6zellikle Omp31°in,

rough B. ovis enfeksiyonu sirasinda immunodominant antijen oldugu ve fare
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enfeksiyon modellerinde B. ovis’de 6nemli koruyucu antijen olarak goérev aldigi

gozlenmistir (Cloeckaert, 2002).

2.1.4. D1s membran proteinleri (omp; Outer membrane proteins)

Brucella tiirlerinde major dis membran proteinler ilk kez 1980 yillar1 basinda
tanimlanmis ve sonrasinda molekiil agirliklarina gore; grup 1 (94 veya 88 kDa), grup
2 (36-38 kDa), grup 3 (31-34 kDa ve 25-27 kDa) olmak tizere 3 gruba ayrilmislardir
(Cloeckaert, 2002; Moreno ve Moriyon, 2006). Ayrica, hiicre yapisinda
peptidoglikan tabakasina bagli bir ve bagimsiz 3 lipoprotein tanimlanmistir. Grup 2;
porin proteinleri, grup 3; en az birbirinden bagimsiz ti¢ proteini (Omp31, Omp3a
veya Omp25 ve Omp3b veya omp22) igerir, fakat grup 1’in rolii ve yapisi tam olarak
aydinlatilamamistir (Moreno ve Moriyon, 2006).

Grup 2 porin proteinler; birbiriyle baglantili, yiiksek derecede homolojiye sahip
(%85) 2 porin gen tasir; omp2a ve omp2b (Cloeckaert ark., 2001; Cloeckaert, 2002;
Cloeckaert ve Vizcaino, 2004; Moreno ve Moriyon, 2006). Bu genler 36 ile 38 kDa
porin proteinleri kodlar ve eksprese eder (Cloeckaert ark., 2002; Lopez-Goni ve
Moriyon, 2004). Brucella porinleri dis membran {izerinde dagilmis olup, zarin
gecirgenligini saglar (Cloeckaert ve Vizcaino, 2004). Porin proteinlerinin genleri
kromozom {izerinde 900 bp’le ayrilmig ve kromozomun Kkarsit yonlerinde
yerlesmislerdir. B. abortus biovar 1 niikleotid sekansina goére, omp2b geni 36
kDa’luk protein kodlamakta omp2a ise yapisindaki 108 bp’ lik delesyon nedeniyle
33 kDa’ luk protein kodlamaktadir (Vizcaino ve ark., 2000; Cloeckaert, 2002;
Cloeckaert ve Vizcaino, 2004). Fakat bunlarin simdiye kadar tanimlanan diger porin
genleriyle homolojileri azdir. Omp2 lokusu biitiin Brucella tiirlerinde mevcuttur
(Moreno ve Moriyon, 2006). Ancak sadece B. ovis, diger Brucella tiirlerinde birer
tane bulunan omp2a ve omp2b genleri yerine birbiriyle ¢cok yakin baglantili iki adet

omp2a geni icermektedir (Cloeckaert ark., 2001).
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Omp2a ve omp2b yliksek derecede polimorfiktir. Bunlar; bazi tiirlerde spesifik
sekanslara, spesifik markerlara, diger intraspesifik farkliliklara sahiptir. Bundan
dolay1, omp2 genlerinin sekans analizi; 6nemli taksonomik ve filogenetik sonuglar
beraberinde getirmektedir (Cloeckaert ve ark., 2002; Cloeckaert ve Vizcaino, 2004).
Ayrica Brucella tip suslarinda omp2 lokusunun DNA sekans analizi tiir
identifikasyonunda kullanilabilecek niikleotid farkliliklarinin varligini gostermistir
(Ficht ve ark., 1996). Bu varyasyonlarin ¢ogu omp2a ve omp2b arasinda korunmus
motiflerin basit degisiklikleri ile olusturulabilir. Bazi omp2b gen varyantlarinin
niikleotid sekanslari; birkag susta ve bazi omp2b genlerinde gozlenen, sekansin
ortasinda tipik omp2a motifi iceren mozaik sekans goriintiisii gosterir. Brucella
cinsinde omp2 lokusundaki bu mozaik goriintii gen degisimiyle agiklanabilir. 2 gesit
porin geni arasinda olusan bu genetik degisimi destekleyen bir diger kanitta deniz
memeli Brucella izolatlarinin omp2 genlerinin arastirilmasiyla elde edilmistir. Esasen
omp2b genine olduk¢a ¢ok benzemesine ragmen karasal memeli Brucella
izolatlarinda karsilasilmayan spesifik bir motif igeren deniz memelilerinden elde
edilen omp2a ve omp2b gen kopyalari arasinda 10 bp’dan daha az olmakla birlikte
bir ka¢ sapma mevcuttur (Cloeckaert ve ark., 2002; Cloeckaert ve Vizcaino, 2004).
Fakat genelde proteinlerin antijenik degiskenligi lizerine bu varyasyonlarin ¢ok az bir

etkiye sahip oldugu gézlenmektedir (Moreno ve Moriyon, 2006).

In vitro ortamda B. abortus’ta omp2a ve omp2b geni eksprese edilmistir, ancak
diger Brucella tiirlerinde ekspresyon sartlar1 bilinmemektedir (Moreno ve Moriyon
2006). Brucella tiirlerinin evrimi ve omp2 geninin orjin farkliligina dayali bu
spekiilasyonlar varsayimlara dayanmasina ragmen, gozlenen genetik farkliliklar
ekolojik nislerine bagli olarak Brucella suslarinin siiflandirilmasina olanak saglar.

(Cloeckaert ve ark., 2002; Cloeckaert ve Vizcaino, 2004).

Grup 3 proteinler; omp3a (veya omp25) ve omp3b (veya omp3l) 8 beta
tabakasindan olugsmaktadir ve Rhizobium’un RopA ve RopB proteinleriyle
baglantilidir. Bu iki protein familyast 26-23 kDa arasinda deg8isen molekiiler
agirhiklara sahiptir ve her grup iki boyutlu jellerde 5-8 arasinda band olusturabilir
(Moreno ve Mortyon, 2006). Bu proteinleri kodladigr sanilan bir¢ok gen, iki boyutlu
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jelde bulunan verilerle Brucella genomunda tanimlanmistir. omp3a, Brucella
tirlerinde yiiksek derecede korunmustur (Moreno ve Moriyon, 2006). Brucella tiirleri
arasinda bu genin homojenligi alt1 tiirin tip suslarinda genin sekans analiziyle
dogrulanmistir (Vizcaino ve ark., 2000). Sadece B. ovis’in omp3a geninin 3’ucunda
36 bp lik bir delesyon vardir ve bu delesyon bu tiiriin omp3a proteininde antijenik bir
kaymaya sebep olur. omp3a ve omp3b ailesi yapisal bir rol oynamasina ragmen,
virulans tizerinde ilave bir fonksiyonlar1 agiklanmamistir. B. abortus’ta bunlar ¢ok az
bulundugu i¢in, dis membranda bunlarin ckspresyonun BvrR ve BvrS sistemi

tarafindan diizenlendigi goriinmektedir (Moreno ve Moriyon, 2006).

Son yillarda omp25 gen bolgesi iizerindeki calismalar B. melitensis, B. abortus
ve B.ovis’in omp25 delesyon mutantlarinin  karakterizasyonu  iizerine
yogunlastiritlmistir. Calismalar omp25’in virulans bir faktor oldugunu ve boyle
mutantlarin yeni attenue asi susu olarak kullanilabilecegini gdstermistir. Omp25
geninden yoksun B. melitensis, B. abortus ve B. ovis mutantlariin farelerde
meydana getirdigi enfeksiyon virulansinin azaldigi gdzlenmistir. Ustelik omp25
geninden yoksun B. melitensis ile agilanmis farelerdeki B. melitensis 16M virulansina
kars1 koruyuculugun; giinlimiizde kullanilan attenue as1 susu B. melitensis Revl ile
ayni seviyede oldugu tespit edilmistir (Cloeckart ve ark., 2002).

Sekil.2.1. B.melitensis Rev1 omp28 precursor proteinin 3D modeli (Anonim, 2012)
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Omp31 geni; PCR-RFLP ve southern blot hibridizasyon (hindlll enzimiyle
kesilen genomik DNA) yontemleriyle arastirilmistir. Southern blot hibridizasyon
yontemiyle omp31 geninin B. abortus disindaki biitiin Brucella tiirlerinde var oldugu
tespit edilmistir. Biitiin B. abortus biovarlarinin referans suslarinda; kromozom
tizerinde omp31 geninin i¢inde bulundugu polisakkarit senteziyle baglantili genis bir
gen kiimesinde 25 kb’lik bir delesyonun varligi nedeniyle bu gen bolgesinin bu tiirde
olmadig1 gozlenmistir (Cloeckaert ve Vizcaino, 2004). Omp31 geni; omp3a veya
omp3b ile ¢ok az homoloji gosterir. Omp31 LPS ile siki bir interaksiyon gosterir ve
peptidoglikanla baglantilidir. Bu 6zellik bu proteinin yapisal rol oynadigint gosterir
(Moreno ve Moriyon, 2006).

Omp31 geninin PCR-RFLP analizi B. canis ve B. ovis tiirleri igin tiire spesifik
markirlart meydana getirdi. Ilave olarak, spesifik bir restriksiyon modeli B. suis
biovar 2 i¢in miisahade edildi. Anti-omp31 monoklonal antikorlarinin kullanimiyla
omp31’in B. abortus harig, biitiin Brucella tiirlerinde iretildigi gosterildi. Biitiin
Brucella tiirleri ve biovarlarinin omp31 genleri son donemlerde sekanslanmistir.
omp31 genleri Brucella cinsinde yiliksek derecede korunmasina ragmen, B.
melitensis’e nazaran, B. ovis geninde 9 niikleotid yerdegisimi oldugu gosterilmistir.
Bu durum kodlanmis omp3l proteinleri arasinda 7 aminoasit farkliligi ile
sonu¢lanmaktadir. Ayni1 zamanda bu farkliligin omp31’in farkli antijenik yap1
gostermesine neden oldugu tespit edildi. Antijenik farkliliklar Western blot testiyle
kanitlanmistir (Cloeckaert ve Vizcaino, 2004).

Omp31b, omp25b, omp25¢c, omp25d ve omp22 proteinleri hakkindaki bilgi
azdir. Her bir Brucella tiirlinde bu proteinlerin varliginin analizini 6zel olarak ifade
eden higbir ¢alisma yapilmamasina ragmen, bes omp en azindan tek bir Brucella
tirtinde deneysel olarak gosterilmistir. omp31b B. abortus ve B. suis’te; omp25b B.
melitensis ve B. suis’te; omp25c B. melitensis, B. abortus ve B. suis’ te; omp22 B.
abortus’ta tanimlanmistir. Sadece omp25 geni defektli B. suis mutantinda omp25
monoklonal antikorla (MAb) zayif reaksiyona girerek tespit edildigi icin, Brucella
cinsinde omp25d’ nin tretimi ile ilgili veri son derece azdir (Hernandez ve ark.,

2007; Scott, 2007). Ancak Brucella cinsinde omp25/omp31 proteinini kodlayan gen
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grubunun DNA polimorfizm ile ilgili yapilan arastirmalar Brucella tiirlerinin dis
membranindaki bes proteinin olusumu hakkinda ilave bilgiler saglamistir (Scott,

2007).

Brucella hiicresini kusatan lipoproteinler; Omp19, Omp16.5 ve Omp10 olmak
tizere 3 protein igerirler ki; bunlarin, bakteriyal lipoproteinlerin genetik nitelikli
karekteristikleri oldugu ve palmitik asitide i¢ine aldigi gosterilmistir (Moreno ve
Moriyon, 2006). Bunlar Brucella cinsindeki DNA polimorfizmini tespit etmek i¢in
kullanilmis ancak diisiik polimorfizm tespit edilmistir (southern blot yontemiyle)
(Cloeckaert ve Vizcaino, 2004). Bu lipoproteinler diger Gram (-) bakterilerin
peptidoglikan baglantili lipoproteinlerine benzerdir ve a-2 Protobacteriae ailesinin
diger iiyelerinin homolog proteinleri ile c¢apraz reaksiyon gosterir (Moreno Ve

Moriyon, 2006).

2.1.5. Molekiiler yapisi

Brucella genomuyla ile ilgili ilk ¢calismalar; %0,8 agaroz jel elektroforez ile
genomik DNA’ nin restriksiyon pargalarina ayristirilmasiyla gergeklestirilmistir. B.
melitensis, B. abortus, B. canis ve B. ovis DNA’lar1 HindIII enzimi ile kesildiginde
elde edilen farkli restriksiyon pargalari, konvansiyonel agaroz jel elektroforez tiim
genomun restriksiyon haritasin1 gostermede tek bagsina yeterli ve giiclii bir metot
olmadig1 icin PFGE (pulsed-field gel electrophoresis; diisiik ayirim frekansina sahip
restriksiyon enzimleri ile tim DNA’nin kesilmesiyle elde edilen DNA pargalarim

ayirmak i¢in kullanilir) metodu kullanilarak ilk verilere ulasilmistir.

Yapilan biitiin molekiiler ¢alismalar sonucunda; B. melitensis referans
suslariin, B. abortus biovarlarinin, B. suis biovar 1’in, B. ovis’in, B. canis’in ve B.
neotomae’nin yaklasik 2,1 ve 1,15 Mb biiyiikliikkte; B. suis biovar 2 referans
suslarinin ve biovar 4’iin yaklasik 1,85 ve 1,15 Mb biiyiikliikte 2 halkasal kromozom
tasidigi, B. suis biovar 3 referans susunun yaklasik 3.10 Mb biiyiikliigiinde tek bir

halkasal kromozoma sahip oldugu, Brucella deniz suslarmin ise B. abortus
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kromozomunun biiyiikliigiine yakin 2 kromozoma sahip oldugu, tespit edilmistir

(Boschiroli ve ark. 2001; Cloeckaert ve Vizcaino, 2004; Moreno ve Moriyon, 2006).

Kromozom sayisi ve biyiikliigiindeki belirtilen farkliliklar; rrm lokusundaki
homolog rekombinasyondan veya insersiyon sekanslarindan ileri gelen yeniden
diizenlemelerle aciklanabildigi (Moreno ve Moriyon, 2006) gibi Brucella da 2
kromozom varliginin 3 rRNA operonu iceren kromozomal bolgelerde yeni
diizenlemelerden kaynaklanabilecegi (Lopez-Goni ve Moriyon, 2004) belirtilmistir.
Iki kromozom da birbirlerinden farklidir ve bakterinin hayatta kalmasi i¢in 6nemli
olan genleri icermektedir. Biiyiikk kromozom olan Chrl’in replikasyon orjini bakteri
kromozomunda tiire 6zgiidiir. Ancak kii¢iik olan ChrII’de plazmit gibi davranir.
Onemli genlerin ¢ogu Chrl de lokalize olmustur. Her iki kromozomunda GC igerigi
yaklasik birbirine benzerdir (Halling ve ark., 2005). 2 rRNA operonu biiyiik
kromozomda lokalize olmusken, digeri kiigilk olanda yer almaktadir. Bakteri
fizyolojisi igin O6nemli olan dnaK ve groE genleri sirasiyla biiyikk ve kiiglik

kromozomlarin her ikisinde de lokalize olmustur (Cloeckaert ve Vizcaino, 2004).

Brucella cinsinin Proteobacteria sinifinin a-2 alt grubu iiyeleriyle yakindan
iliskili oldugu bulunmustur. Ilgingtir ki, bir kromozomdan daha fazla kromozom
igceren bakterilerin ¢ogu, hayvan veya bitki dkaryotik hiicrelerle yakindan baglantili
yasayan bir¢ok organizma -2 alt sinifina aittir. Ancak kompleks genomik
organizasyona sahip olma ve ortak filogeni arasindaki mevcut iligki imkansiz olarak
diisiiniilmektedir, ¢ilinkii bu genom diizeni ayni cinsin biitiin liyeleri tarafindan

genellikle paylagilmamaktadir (Moreno ve Moriyon, 2006).

B. melitensis genomik sekans sonuglari, B. abortus iizerinde siirdiiriilen
arastirmalar ve B. suis’in genomik sekansinin belirlenmis olmasi bizlere
degerlendirmek icin ¢ok sayida genetik detay saglamistir (Moreno and Moriyon
2006). Karsilastirmali analizler her iki genomunda birbirine ¢ok benzer oldugunu
gostermistir. Ayn1 zamanda her iki tiiriin genomlarinin bitki patojenleri, hayvan
patojenleri ve simbiyontlarla bir¢ok benzerlige sahip oldugunu gostermistir (Halling

ve ark., 2005). 2,1 ve 1,15 Mb kromozom tasiyan tiirler i¢in fiziksel haritalar; 1 veya
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32 kb’lik kii¢iik insersiyon ve delesyonlar nedeniyle olusan farkliliklara ragmen
yiiksek derecede korunmus restriksiyon bolgelerini ve tlire 26 spesifik restriksiyon

bandlarini hesaba katarak olusturulmustur (Moreno ve Moriyon, 2006).

2.1.6. Brucella simiflandirilmasi

Uluslararas1 sistemik bakteriyoloji komitesi Brucella taksonomisi altkomitesi
tarafindan yapilan son giincellemede Brucella cinsi igerisinde 10 farkli tiir
bildirilmistir (Anonim, 2010). Bunlardan B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B.
canis ve B. neotomae karada yasayan hayvanlarda enfeksiyon olusturan klasik
Brucella tiirleridir (Scholz, 2008; Verger, 1987). Bunlardan B. abortus, B. melitensis
ve B. suis insanlar i¢in patojendir. Ayrica B. canis ve deniz memelilerinden elde
edilen tiirlerin de insanlarda hastalik olusturabilecegi bildirilmistir (Brower, 2007;
Sohn, 2003).
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2.2. Brusellozis

2.2.1. Brusellozisin tarihgesi

Bu hastalik ilk kez Malta Adasi’nda saptandigindan, Malta Hummasi, Akdeniz
Hummasi ya da Gibraltar Hummasi; tipik ates trasesi nedeni ile Dalgali Humma
(Undulant Fever =Ondiilan Ates); koyunlardan insanlara bulasmasi nedeni ile de halk
arasinda koyun hastaligi veya mal hastaligi gibi isimlerle anilir (Dizer 2004; Tasc1
2004). Diinyanin birgok bolgesinde ¢iftlik hayvanlarinda ekonomik kayiplara sebep
olan ve genis yayilim gosteren brusellozis hastaliginda WHO verilerine gore her yil
yarim milyon yeni vaka ile karsilagilmakta ve bu say1 giderek artmaktadir (Baddour
ve Alkhalifa, 2007). Bir bolgede Brucella’nin varligi hakkinda elde edilecek bilgi,
hastaligin epidemiyolojisi, tanisi, engellenmesi ve tedavisi agisindan Onemlidir

(Salehi, 2006).

2.2.2. Brusellozisin genel ozellikleri

Brucella tiirlerinin sebep oldugu bakteriyal bir hastalik olan brusellozis; birgok
organ1 etkileyen, spesifik olmayan klinik semptomlarla insanlarda ve yavru
kayiplariyla hayvanlarda hastali§a sebep olan ve biitiin diinyada yeniden ortaya ¢ikan
onemli bir zoonozdur (Ames, 2007; Baddour ve Alkhalifa, 2007). Brucella tiirleri
retikiiloendoteliyal sistemin fakiiltatif intracellular parazitidir. Ozellikle mononiiklear

fagosit hiicrelerin i¢inde intracellular replikasyona uyum saglamistir (Elfaki ve ark.,
2005).

Tiim hayvan tiirlerinde ana semptom diisiik ya da fetiisiin prematiire atilimidir.
Plasenta iltihabi, epididimis, testis iltihabi en yaygin sonuglaridir, diger sendromlarda
rapor edilmesine ragmen, en dnemli etki ekonomiktir, 6liimler fetus ve yeni doganlar
disinda nadirdir (Dizer, 2004; Cloeckaert ve Vizcaino 2004; Ames, 2007). Ozellikle
B. abortus ve B. melitensis enfeksiyonlarmin en fazla izledigi rota orofarinks, iist
solunum yollar1 ve konjektivanin mukoz membranlar1 boyunca yayilimidir.
Enfeksiyonun diger muhtemel rotasi disi veya erkek genital bolge mukoz

membranlar: aracihigiyladir. Bakteri, viicudun savunma sistemine galip geldiginde,
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bakteriyemi tablosu olusur. Bu tablo 10- 20 giin sonra gozlenebilir ve 30 — 60 giin

arasinda surer.

Insanlarda brusellozise B. abortus, B. melitensis, B. suis biovar 1-4 ve nadiren,
B. canis veya deniz memeli Brucella tiirleri sebep olabilir (Ayaz, 2005; Cutler, 2006;
Ames, 2007; Imaoka ve ark., 2007). Viicuda giris; mukoz membranlar, agik yarali
veya yarasiz deri ile temas veya sindirim yoluyla meydana gelir (Dizer, 2004; Ames,
2007). Insanlarda brusellozis multisistemik bir hastaliktir ve semptomlari son derece
genig yayilim gosterir. Mikrorganizma agiz yoluyla alindiktan sonra sindirim
sisteminde absorbe edilir ve kana geger. Oradan lenfatik sisteme ve dalaga ulasir.
Brusellozis; ates, basagrisi, malazya, sirt agrisi, miyalji ve genel tiim viicudun agris,
geceleri asirt terleme ile baslar. Bazen splenomegali, hepatomegali, Oksiiriik ve
gogiis agris1 goriliir. Gastrointestinal sistem belirtileri; anoreksiya, mide bulantisi,

kusma, diyare ve kabizlik.

Bir¢ok hastada semptomlar 2-4 hafta siirer ve spontan iyilesme bunu takip
eder. Aralikli ates ve diger direngli semptomlar 2-14 giinde tedrici olarak azalir ve
son bulur. Bircok hastada biitiiniiyle iyilesme 3-12 ayda gergeklesir. Baslangig
semptomlar goriildiikten sonra hasta tedavi edilmezse prognoz kotiiye gider. En
yaygin semptomlar; artrit, spondilit, epididimo-orsitis ve kronik yorgunluktur.
Nordlojik semptomlar vakalarin %5’inde goriilmektedir. Bunlar; menenjitis, ensefalit
ve periferal nordpati, mental depresyondur. Endokardit en ciddi komplikasyonlardan
biridir ve siklikla f6tal vakalarda 6liimiin sebebidir. Bir¢cok diger doku ve organda bu
enfeksiyondan etkilenir; nefritis, dermatitis, vaskulitis, lenfoadenopati, derin ven
trombozu, granulomatoz hepatit, kolesistit, osteomiyelit, anemi, l6kopeni ve
trombositopeni. Ayrica brusellozis ayn1 zamanda kroniklesebilir, semptomlar aylarca

veya yillarca yineleyebilir (Ayaz, 2005; Cutler, 2006; Ames, 2007).
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2.2.3. Epidemiyoloji

Brucella tiirlerinin cografik dagilimi farklidir. Kiiresel varyasyon; U.K, U.S.A.
ve Avustralya da populasyonun <1/100.000, Yunanistan ve Ispanya gibi Giiney
Avrupa ilkelerinde 20-30/100.000, Kuveyt, Suudi Arabistan gibi Orta Dogu
ilkelerinde >70/100.000 insidansi arasinda olmaktadir (Baddour ve Alkhalifa, 2007).

B. melitensis: Ozellikle kuzey ve dogu kiyilar1 olmak {izere Akdenizde
yaygindir. Orta Dogu, Orta Asya, Arabistan Korfezi ve Orta Amerikanin bazi
ilkelerinde de goriilmektedir. Bu mikroorganizma Afrika ve Hindistan’dan da rapor
edilmistir, fakat Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Giiney Asya, Avustralya ve Yeni
Zelanda da gozlenmemektedir (Garrido-Abellan ve ark., 2001; Garin-Bastuji ve ark .,
2006; Ames, 2007).

B. melitensis’in mevcut 3 biyotipinden; biyotip 1; Latin Amerika, Ispanya,
Portekiz ve Malta’da en yaygin olarak goriilen biyotiptir, Libya, Umman ve Israil’de
de rapor edilmistir. (Garrido-Abellan ve ark., 2001; Erdenlig, 2003; Baddour ve
Alkhalifa, 2007). Biyotip 2; Tiirkiye ve Suudi Arabistan’da gériilmekle birlikte Italya
ve Yunanistan’da en yaygin biyotiptir. Biyotip 3; Misir, Urdiin, Tiirkiye, Tunus ve
Israil de hayvanlardan en sik izole edilen Brucella tiiriidiir. Ancak siklikla Fransa ve
Kuzey Afrika’da goriilmektedir (Garrido-Abellan ve ark., 2001; Erdenlig, 2003,;
Baddour ve Alkhalifa, 2007). Bununla birlikte Akdeniz iilkeleri ve Orta Dogu’da da
rapor edilmistir (Baddour ve Alkhalifa, 2007). Ancak bazen biovar 2 den farkliliklari

net olarak tespit edilemediginden biovar 3’iin tantmlanmas1 zor olmaktadir.

Ulkemizde ise hayvanlarda olduk¢a yaygin bir enfeksiyon hastaligi olan
bruselloza, hayvancilik yapilan bolgelerde ve yakin temas: olan insanlarda sik
rastlanmaktadir. Ulkemizde yilda yaklasik 10.000 bruselloz vakasi goriildiigii ve
vakalarin genellikle I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde
yayilis gosterdigi tespit edilmistir (Yi1lmaz, 2007). Ancak, Saglik Bakanligi verilerine
gore 1970-80 yillar1 arasinda 909 olarak bildirilen vaka sayisi, sadece 2003 yilinda
13.870’e ulagsmustir. Vakalarda goriilen bu artisin, gercek artistan ¢ok bildirim ve tani
koyma oranlarindaki artistan kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Ayaz, 2005). Bu
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konuyla ilgili olmak iizere (Tas¢1, 2004); bildirimi zorunlu bir hastalik olmasina
ragmen, her yil resmi kayitlarda goriilen enfeksiyon sayisinin gercegi yansitmadigini
ve oranin rapor edilen kayitlardan 10 ile 25 kez daha yiiksek oldugunu ifade etmistir.

Ulkemizde bruselloz siklig1 1990 yilindan sonra artmustir.

B B B B D Sy B Ao B
OVAKA SAYISI | 10742 | 15510 | 17765 | 13870 | 18563 | 14644 | 10790 | 7883

Sekil 2.2. Bruselloz vakalarinin yillara gére dagilimi (Yilmaz, 2007)
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Sekil 2. 3. Bruselloz vakalarinin aylara gére dagilimi (Y1lmaz, 2007)
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Hastalik en sik Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde %49,2, Dogu Anadolu
Bolgesi'nde %21,7, I¢ Anadolu Bolgesi’nde % 19,9, Ege Bolgesi’nde %S5
goriiliirken, bildirilen olgularin sadece %0,1°’1 Karadeniz Bolgesi’nde goriilmiistiir
(Ayaz 2005). Ayrica Saghik Bakanligi verilerinden elde edilen 2005-2006-2007-
2008-2009 yillarina ait insan brusellozis vaka sayisin1 gosteren sekil incelendiginde
Dogu ve Giiney Dogu Anadolu bolgelerinin, iilkemizde brusellozis insidansinin en
yiiksek oldugu bolgeler oldugu goriilmektedir (Arasoglu, 2010). Saglik Bakanligi’na
2003 yilinda Giresun, Kastamonu, Ordu, Rize, Sinop ve Diizce illerinden bruselloz

vakasi bildirilmemistir (Ayaz 2005).
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Sekil 2. 4. Bolge bazinda yillara gore toplam insan brusellozis vaka sayisi (Arasoglu, 2010)

Ulkemizde hayvan brusellozis prevalansi ise, inek populasyonunda %1.43,
koyun populasyonunda %1.97 olarak tespit edilmistir. Ozellikle insanlar igin halk
sagligl yoniinden en patojenik tiir iilkemizde B. melitensis’dir. Kirsal kesimlerde
daha ¢ok B. melitensis infeksiyonu goriiliirken, biiyiik sehirlerde daha ¢ok B. abortus
infeksiyonuna rastlanmaktadir. Ulkemizde B. suis ve B. canis tiiriine ait infeksiyon
bildirilmemistir (Ayaz, 2005). Tarim Bakanlig1 verilerinden alinan 2008-2009
yillarindaki inek brusellozis vaka sayilari incelendiginde Dogu Anadolu, Karadeniz
ve I¢ Anadolu Bolgelerinde insidansin daha yiiksek oldugu gdzlenmektedir
(Arasoglu, 2010).
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Sekil 2.5. Bolge bazinda yillara gore toplam inek brusellozis vaka sayisi (Arasoglu, 2010)

2.2.4. Yayilhim Kosullar:

Enfeksiyonun hayvanlar arasindaki yayilimi direkt veya indirekt yollarla
gerceklesir. Hayvanlar; enfekte aerosollerle direkt, enfekte materyallerin alinimiyla
indirekt olarak enfekte olurlar. Enfekte hayvanlarla enfekte olmayan hayvanlarin
birlikte ayn1 merada otlamas1 veya otlama sirasinda kontamine edilen materyallerle

temasi yayilimda 6nemlidir (Garrido-Abellan ve ark., 2001; Ames, 2007).

Konak¢1 olan memeli hayvanlar disinda Brucella’nin dis ortamda yasamasi,
uygun sartlar altinda spor olusturmayan patojenik bakterilerle kiyaslandiginda
oldukca ytiksektir. Sayisiz aragtirma ile Brucella’nin yasadigi ¢evresel sartlar ve
etkileri degerlendirilmistir (Garrido-Abellan ve ark., 2001). PH, sicaklik ve 1s1k
sartlarinda gerekli uygunluk saglandiginda (6rnegin; pH>4, yiliksek nem, diisiik
sicaklik, indirekt giines 15181) Brucella’nin su, distriilmiis fetus, f6tal membranlar,
feces ve s1vi akintilar, ylin, saman (kuru ot), binalar/ ekipmanlar ve elbiseler iizerinde
birka¢ ay yasayabildigi tespit edilmistir. Brucella ozellikle kuruluga karsi c¢ok
dayaniklidir, 6zellikle de ortamda organik materyal mevcut ise toprakta veya tozda
uzun siire yasayabilir. Yasam siiresi diisiik sicakliklarda &zellikle 0°C’de uzun

stirelidir (Garrido-Abellan ve ark., 2001; Ames, 2007).
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Siit ve siit iirlinlerinde Brucella yasam siiresi, liriiniin tip ve kullanim tarihi,
nem seviyesi, sicaklik, pH degisimleri, depolama sartlar1 ve var olan diger
bakterilerin biyolojik aktivasyonunu igine alan c¢esitli faktorlerle baglantilidir.
Bakteri 1sitya karst olduk¢a duyarli oldugundan pastérizasyon ve uzun siireli
kaynatma ile kolaylikla inaktive edilebilir (Garrido-Abellan ve ark., 2001). Brucella,
pisirme ile fermente edilen peynirlerde de uzun siire yasayamaz. Giivenirliligi
saglamak icin gerekli olan fermentasyon zamani bilinmemekte, fakat 3 ay kadar
oldugu tahmin edilmektedir. Ancak asitlendirilmis peynirlerde, laktik asit, kisa stireli
fermentasyon ve kuruluk Brucella’nin yasam siiresini artirir. Siit veya kremanin
onceden pastorizasyonu bu lriinlerde giivenirliligi saglamak i¢in gereklidir (Garrido-
Abellan ve ark., 2001). Siit iriinlerinin aksine, et {riinlerinde Brucella’nin yasam
siiresi oldukca kisadir. Kaslarin her gramindaki mikroorganizma sayisi azdir ve

pH’nin disiiriilmesiyle kolaylikla azaltilacaktir (Garrido-Abellan ve ark., 2001).
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Cizelge 2.1. Brucella ve ¢evre kosullar1 (Garrido-Abellan ve ark., 2001)

Ortam Sartlar Yasam siresi
Direkt gin 1s1§1 <31°C 4 saat
Su -4°C 4 ay
Su (laboratuar) 20°C 2,5 ay
Su (gol) 37 °C pH=7,2 < 24 saat
8°C pH=6,5 > 2 ay
Toprak Laboratuvarda kurutulmus <4 gin
18 °C’de kurutulmusg 69-72 gin
Islak <7gun
Nemli hava >2ay
idrar 37°C, pH=8,5 16 saat
8 °C, pH=6,5 6 giin
Kesilmis st suyu 17-24°C < 5gin
5°C > 6 giin
Gubre Yaz 24 saat
25 °C 1 ay
Kis 2ay
8°C 1yl
-3°C 3ay
Yin Esya deposu 4 ay
Saman Birkag glin- ay
Sokak tozu 3-44 gin
Cayir/otlak Gin i1s1gi <5gun
Golge > 6 gln
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Cizelge 2.2. Bazi gida maddelerinde Brucella’nin yasam siiresi (Garrido-Abellan ve ark., 2001)

Uriin Brucella tiirleri Sicaklik (°C) pH Yasam siliresi
Sat B. abortus 711 - 5-15 saniye

B. abortus 38 4.00 <9 saat

B. abortus 25-37 - 24 saat

B. abortus 0 - 18 ay
Krema B. abortus 4 - 6 hafta

B. melitensis 4 - 4 hafta
Dondurma B. abortus 0 - 30 glin
Yag B. abortus 8 - 142 gun
Peynir B. abortus - - 6-57 gun
Beyaz peynir B. melitensis - - 15-100 gln
Rokfort B. melitensis - - 4-16 gun
Cedar B. melitensis - - 20-60 gin
Peynir suyu B. abortus - - 6 ay

B. abortus 17-24 4.3-5.9 <4 gln

B. abortus 5 5.4-5.9 >6 gln

B. abortus

2.2.5. Brucella’nin insanlara gecisi

Insanlar genellikle gastrointestinal sistemde yasayan mikroorganizmalarla,
mukoz membran veya iizerinde acik yarast bulunan derinin enfekte materyalle
kontaminasyonu ile enfekte olur. Brucella aerosollerle de yayilis gosterebilir
(Rijpens ve ark., 1996; Dizer, 2004; Elfaki ve ark., 2005; Cutler, 2006; Ames, 2007).
Inhalasyonla bulasma genellikle cobanlar, hayvan bakicilan, ciftgiler ve ciftlikte
calisanlar, kasaplar, mezbaha iscileri, et isleyen fabrikalarda c¢alisanlar, veteriner
hekimler ve yardimcilari, teknisyenler, laboratuar c¢alisanlarinda goriildiigii igin
hastalik mesleki bir tehlike niteligi tasimaktadir (Tasci, 2004). Insanlar igin

enfeksiyonun ana kaynaklari;

» Disiik fetusla temas
> Infekte hayvan dokulari, kan1 veya lenfasinin, biitiinliigii bozulmus deri,
mukoz membranlar veya konjektivaya direkt temasi,

» Pastorize edilmemis siit ve siit tirliinlerinin tiiketimi,
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» Pisirilmemis et tiiketimi,
» Laboratuar kiiltiirleri veya doku 6rnekleri ile temas,

» Kazara canli Brucella asilar1 ile enjeksiyon.

Insandan insana transmisyon nadirdir ancak kan transfiizyonu, kemik iligi
transplantasyonu veya sekstiel birlesme ile gecis rapor edilmistir (Sekil 2.7) (Rijpens
ve ark. 1996; Dizer, 2004; Cutler, 2006; Ames, 2007; Baddour ve Alkhalifa, 2007).
Ulkemizde insanlara en ¢ok bulasma, ¢ig siitten yapilan peynir ve krema yaglarla
olur. Kirsal kesimde siitler pastorize edilmemektedir. Akdeniz Bolgesi’nde yapilan
bir ¢aligmada; yore halkinin brusellozun bulagsma yollarini bilmesine ragmen halen
pastorize edilmeden iiretilen siit ve siit Uriinlerinin tiikketiminin Onlenemedigi
saptanmistir.  Siirekli  egitimler ile bu sorunun giderilmesi  gerektigi
vurgulanmaktadir. Yapilan 280 serilik bir ¢alismada da olgularin % 40’1 bulasma
yolunu bilmesine karsin yine de siit drlinlerinin kaynatilmadan tiiketimi

aliskanligindan vazgegmediklerini belirtmislerdir (Ayaz, 2005).

Yogurt yapim teknolojisinde, siitiin kaynatilmasi ve yogurt mayasiin siitii
asitlendirmesi sebebiyle, yogurt tiiketimine bagli bulasma olmadigi; infekte hayvan
diskisinin  giibre olarak kullanilmasina bagli olarak, sebzelerin kontamine olup
bulasmada rol oynayabilecegi bildirilmistir. Kasaplik hayvan etleri Brucella
icerirsede, olasi az sayidaki etkenin uygulanan 1s1 islemi ile inaktivasyonuna bagli
olarak, Brucella enfeksiyonu olusum riskinin az oldugu bildirilmektedir. Siitiin
mutlaka pastorize edilerek tiiketildigi yerlerde, dogrudan temas ile bulagsma agiz

yoluyla alinimindan daha 6n plandadir (Dizer, 2004; Tasc1, 2004).

Degisik zamanlarda bildirilen bruselloz olgularinda en fazla goriilen
enfeksiyon kaynaklari; hayvancilik, mesleki temas (%28-90) ve ¢ig siit ve siit
tirtinlerinin kullanimidir (%30-72). Toplumun degisik kesimlerinden yapilmis olan
seroepidemiyolojik ¢aligmalarda kasaplar, besiciler, mezbaha ve mandira calisanlar
gibi riskli kesimlerde 9%8,6-25, risk grubunda olmayanlarda %2,8 oraninda
seropozitiflik saptandigi bildirilmistir (Ayaz, 2005). Ulkemizde cesitli tarihlerde

yapilan bruselloz seropozitiflik orani ise %2-6 olarak belirlenmistir (Y1lmaz, 2007).
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2.2.6. Brucella tanisinda kullanilan testler

2.2.6.1. Mikrobiyolojik testler

Altin standart olarak kabul edilen tam1 yoOntemleridir. Bakteriyolojik
karakterizasyonu takiben konukc¢u doku, siit veya vaginal akintilardan alinan siipheli
bakteri kolonilerinin izolasyonudur (Bricker, 2002; O'Leary ve ark., 2006; Bounaadja
ve ark., 2009). Analiz edilen ¢ok sayida fenotipik 6zellik goz Oniine alinarak,
Brucella organizmalari; cins, tiir, alttiir bazen sus 6zelliklede asi suslari olarak

tanimlanmaktadir (Bricker, 2002). Fakat bu siire¢ bir¢ok giicliige sahiptir;

» Proses uzun bir siire almaktadir (yaklasik 2 hafta).

» Testler komplekstir ve oldukca yetenekli personel tarafindan yetkilendirilmis
laboratuarlarda uygulanma zorunlulugu bulunmaktadir.

» Bir¢ok Brucella tiirii; test sirasinda enfeksiyon ajani elle maniple eden
laboratuar personeli icin oldukca zararlidir (Elfaki ve ark., 2005; ilhan ve
ark., 2008; Bounaadja ve ark., 2009).

> Sonuglar kesin degildir. Ozellikle baz tiirler ve biovarlar arasindaki kiigiik
farkliliklar ve incelenen ¢ok sayidaki karakterden dolayi, ayrica kiiglik
mutasyonlarin varligi uygun olmayan sonuglar1 beraberinde getirdigi i¢in
sonuglar1 yorumlamak giiglesmektedir (Leal-Klezevas ve ark., 1995; Bricker,
2002; Ancora ve ark., 2005).

» Bazen diger testler pozitif olmasmna kasm kiltirler bu sonucu

desteklememektedir (Romero ve ark., 1995).

Mikroskobik Direkt Tam: Ziehl-Neelsen metodunun Stamp’s modifikasyonu
yontemi mikroskopik tani i¢in kullanilir. Mikroorganizmalar; diisiik iiriinleri, vajinal
akintilar, siit ve ¢esitli dokulardan elde edilebilir. Brucella tiirleri asit faz degildir,
ancak zayif asitle dekolorizasyona karst direnglidir ve mavi zeminde kirmizi leke
birakir (Garin-Bastuji ve ark., 2006; Kilig, 2007). Gram ve Stemp boyama
metodlarindan da Brucella etkenlerini tanimada yararlanilir (Gtilliice, 1993). Siit ve

stit Uirlinlerinde ¢ok az sayida mikroorganizma oldugu i¢in direkt tani ile tespiti ¢ok
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giictiir. Ayrica ayirt edici veya immiinohistokimyasal boyama ile direkt mikroskopik

incelemenin duyarlilig1 ¢cok diisiiktiir (Ames, 2007; Kilig, 2007).

Kiiltiir Yontemi: Bu yontemde Brucella tiirleri c¢esitli dokulardan,
sekresyonlardan, ozellikle fotal membranlardan, vajinal sekresyonlardan, siit, artrit
akintilari, lenf nodilleri, meme bezi, diisik fetlislerin mide igerigi, dalak ve
akcigerinden elde edilebilir (Ames, 2007). Ozellikle kan kiiltiiri ydntem
protokiiliiniin standardize edilmis olmasi, diger 6rneklere gore daha kolay alinmasi,
tekrar edilebilirliginin yiiksek olmasi ve gilinimiizde otomatize kan kiiltiir
sistemlerinin varligi nedeniyle en ¢ok kullanilan yontemdir (Kilig, 2007). Brucella
tirleri; zenginlestirilmis, seg¢ici (Farrell ve modifiye edilmis Thayer-Martin
besiyerleri, BCYE: Buffered charcoal-yeast extract medium, BCYE-PAC:
Polimiksin, anizomisin ve Sefamandol iceren BCYE) veya 6zel ticari besiyerlerinden
izole edilebilir (Garin-Bastuji ve ark., 2006; Ames, 2007). Yine bu teknikte de
orneklerdeki Brucella miktar1 ¢ok diisiikse tespit zor olmaktadir. Leal-Klezevas ve
ark., (2000), bu yontemle kan ve siit 6rneklerinden bakterinin gelistirilmesinin hassas

olmadigini rapor etmistir (Arasoglu, 2010)

2.2.6.2. Serolojik testler

Hizli, duyarli ve uygulamasi kolay olan bu testlerin;

» Diger bakterilerle (Yersinia enterocolitica O:9 gibi bakterilerle O
zincirlerinin  antijenik yapist benzer oldugu igin) ¢apraz reaksiyon
gostermeleri,

> Ozellikle brusellozisin endemik oldugu yerlerde yasayan insanlarda oldukga
sik zayif serolojik cevap vermeleri,

» Asilanmis hayvanlarda yanlis pozitif sonuglara sebep olmalari,

» Kronik hastaliklar ve relaps gelisiminde tam1 da yetersiz olmalar
sebeplerinden dolayr duyarli ve spesifik olmadig bilinmektedir (Leal
Klevezas ve ark., 1995; Hemmen ve ark., 1995; Hamdy ve Amin, 2002;
Navarro ve ark., 2002; Rupesh, 2003; Garin-Bastuji ve ark., 2006; O'Leary,
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2006; Ames, 2007; Baddour ve Alkhalifa, 2007; ilhan, 2008; Bounaadja ve
ark., 2009).

Standart Tiip Aglutinasyon Testi/Tiip Aglutinasyon Testi (STA): ilk kez
Wright ve Smith tarafindan 1897 yilinda ortaya ¢ikarilmistir. Diliie edilmis hasta
serumu ve Brucella antijeninin bir tiipte bir araya getirilmesi, 37°C’de bir gece
bekledikten sonra agliitinasyonun gozlenmesi esasina dayanir (Rupesh, 2003). B.
abortus, B. melitensis ve B. suis tiirlerine karsi gelisen antikorlar1 (IgG ve IgM
antikorlarin1) esit sekilde saptayabilirken, B. canis saptanamaz (Kilig, 2007).
Avantajlart arasinda; genellikle ilk pozitiflesen basit bir test olmasi, veri fazlaliligi,
akut brusellozda yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik gostermesi, dogru, tekrarlanabilir ve
giivenilir olmas1 sayilabilir. Ancak zaman alict olmasi, saha c¢alismalarina uygun
olmamasi, hastalik evresinin saptanamamasi, uzun siire yiiksek titrede antikor varligi,
capraz reaksiyonlarin varligi (6zellikle Y. enterocolitica O:9), yalanci negatiflik bu
teknigin onemli dezavantajlaridir (Kilig, 2007). Hastaligin erken donemlerinde,
ozellikle yiiksek titreli serumlarda prozon ve blokan antikorlar nedeniyle testte
negatif sonuglar elde edilebildiginden; STA’da siipheli titre veren serumlar RBT,
CFT ve diger serolojik testlerle desteklenmelidir (Gtilliice, 1993).

Rose Bengal Test (RBT): Pietz tarafindan ineklerde bruselloz taramasi i¢in
gelistirilen “asit plate agliitinasyon testinin” bir modifikasyonudur. RBT testi, antijen
olarak laktat bufferda tamponlanmis (pH=3.65+0.05) ve Rose-Bengal ile boyanmis
B. abortus S99 (veya S-1119-3) susunun (%8 bakteriyel siispansiyon olarak)
kullanildigi hizli agliitinasyon testidir. Diger hizli agliitinasyon testlerinden en
onemli farklilign disik pH’da (pH=3.65+0.05) tamponlanmis antijenin
kullanilmasidir. Hasta serumu ile boyali Brucella antijeni bir tiipte bir araya
getirilerek var olan agliitinasyon gozlenir. RBP testi, B. abortus, B. melitensis ve B.
Suis’in LPS antijenine kars1 gelisen esas olarak IgG ve kismen de IgM antikorlarini
saptamaktadir (Gtilliice, 1993; Kilig, 2007). Aktif brusellozlu olgularda; duyarlilik:
% 96-100 ve ozgiilliik ise % 91-100, kronik bruselloz da ise duyarlilik diisiiktiir (%
33-50). Pozitif sonuglar STA veya ELISA ile dogrulanmalidir ve benzer antijenik

yap1 nedeniyle yalanci pozitif reaksiyonlar siklikla gozlenir. Ancak enfeksiyonun ilk
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evrelerinde RPT tan1 i¢in uygun bir test degildir. Akut enfeksiyonda RBT ve STA
birlikte kullanim1 en yiiksek tani performansini saglamaktadir. Ancak, ozellikle
kronik bruselloz, re-enfeksiyon, relaps ve hastaligin endemik olarak goriildigi
bolgelerdeki serolojik taramalarda bu testlerin sonuglarinin yorumlanmasinda siklikla

sorunlar yaganmaktadir (Kilig, 2007).

Coombs testi (CT) anti-human agliitinasyon test (AHG): Brusellozda
agliitinasyon vermeyen blokan antikorlarin antihuman immiinglobulin (AHG)
kullanilarak agliitinasyon reaksiyonuna katilmasini saglayan indirekt antihuman
globulin test (Coombs Testi) yontemidir. Agliitinasyon, insana karsi gelistirilmis
(anti-human gamaglobulin) “coombs reajeni” eklenerek indiiklenebilir. Yiiksek hizda
uygulanan santrifiijleme mekanik olarak blokan antikorlarinin agliitinasyonunu
provake eder. CT oOzellikle bruselloz siipheli olgularin STA sonuglarinin negatif
oldugu veya diisiik antikor titrelerinin saptandigi durumlarda (fokal, lokalize veya
kronik) oldukga yararli bir yontemdir (Kilig 2007). Bu tiir tanisal sorunlar genellikle
kronik bruselloz olgularinda g6zlenmektedir. Uygulamada STA’dan sonra
agliitinasyon olmayan tiipler satrifujlenip 3 kez yikanir ve iist sivisi atilarak dip kismi
kullanilir. Uzerine sulandirilmis Anti-IgG (coombs) serumu konur (Kilig 2007).
Yalanci negatiflik oran1 % 6-7 olan zaman alic1 (sentrifiigasyon ve yikama islemi) ve
subjektif degerlendirme yapilarak sonuclandirilan bir test olmasi dezavantajlaridir

(Kili¢ 2007).

Immunocapture Agliitinasyon (Brucella Capt): Hem Brucella agliitininlerini
hem de agliitinasyon vermeyen IgG ve IgA antikorlarmi tek agamada saptayabilen
immiin yakalama teknigine dayanan bir testtir. Anti-human immunoglobulin ile kaph
kuyucuklara serum eklenir ve sonrasinda B. melitensis antijeninin eklenmesinden 24
saat sonra degerlendirilme yapilir. Bu yontemle IgG ve IgA antikorlar

saptanmaktadir.
Immunochromatography Lateral Flow-Dipstick: Immunochromatographic

Brucella-Specific Immunoglobulin M ve G Lateral Flow Testi, ELISA testinin

basitlestirilmis bir versiyonudur. Brucella’ya spesifik olarak LPS (lipopolisakkarit)

30



2. ONCEKI CALISMALAR ismail KOYUNCU

iceren nitroseliiloz bir strip (bu strip lizerinde reagent bolgesi veya emici bolge
mevcuttur, numune bu kisma uygulanir) plastik bir stick igerisine yerlestirilmistir.
Emici bolge; kurutulmus ve stabilize kolloidal gold immun konjugat igerir. Kolloidal
gold konjugat anti-human IgM, IgM flow testinde deteksiyon ajani olarak
kullanilirken; kolloidal gold konjugat anti-human 1gG, IgG flow testinde deteksiyon
ajan1 olarak kullanilmaktadir. Numune uygulandiktan 10-15 dk. sonra stickin test
penceresindeki kontrol ve antijen hatlarinin boyanmasina gore degerlendirme yapilir.
Kontrol hatt1 biitiin uygulamalarda gézlenmelidir ancak numune eger pozitifse
antijen hattinda renklenme gozlenir (Smits ve ark., 2003). IgM Dipstick Testinde,
kullanilan sticklere antijen olarak B. abortus S-1119-2 LPS kodlanmistir ve hasta
serumlart bunlar {izerine uygulanir. Kontrol sticklerinde tek band gozlenirken,
bruselloz hastalarinda iki band gozlenir. Duyarlilik ve 6zgiilliik ilk iki ayda % 89-93
ve % 93-98,6; 2-4.ay arasinda ise duyarlilik %83,1 diizeyindedir (Kili¢ 2007).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): ELISA yo6ntemi, polistiren
bir yiizey lizerine absorbe edilmis antijenle test Ornegindeki antikorlarin ozgiil
baglanmasinin, antikora bir enzimin baglanmasi ve bu enzim substratinin renkli
triinlere doniistiiriilmesi suretiyle gosterilmesi esasina dayali immiinokimyasal
olgiim teknigidir. Ilk temel prensipleri Engvall ve Perlmen tarafindan 1971 yilinda
yapilan caligmalarla ortaya konmustur (Giilliice, 1993). Bruselloz tanisinda
kullanilan  duyarliligt ve Ozgilligi en yiliksek serolojik yontem oldugu
diisiiniilmektedir. Bu yontemle IgM, IgG ve IgA antikorlarin saptanmasi saglanir.
Konvansiyonel yontemlerle saptanamayan olgularda pozitif sonuglar alinmasi, akut
ve subakut olgularin tanisinda kullanilabilecek en uygun test olmasi, kronik bruselloz
tanisinda IgM, IgG ve IgA profillerinin saptanmasini saglamasi, mesleki maruziyete
bagli aktif ve subklinik vakalarin ayiriminin yapilabilmesi agisindan siklikla
kullanilmaktadir. Kantitatif olmasi, objektif sonu¢ vermesi, kolay uygulanabilmesi,
cok sayida ornek caligilabilmesi, yaklasik 3 saatte sonuglandirilabilmesi, kitle
taramalarina uygun olmasi en Onemli avantajlarindandir. Ancak teknik, ekipman
gereksinimi, antijenik standartizasyonun olmamasi, sonuglarin yorumlanmasinda

yasanilan sorunlar gibi dezavantajlara da sahiptir (Kilig, 2007).
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Immunofluorescence Assay (IFA): Antijen-antikor kompleksinin flouresans
bir boya kullanilarak tespiti esasina dayanir. Yiksek duyarlilik ve 6zgillik, kisa
zamanda sonuglanmasi testin avantajlaridir ancak diger serolojik testler ile yiiksek
korelasyona ragmen, STA, CT ve KBT testine kars1 bir iistiinliigii gosterilememistir
(Kilig, 2007). Konvansiyonel metodlarla karsilastirildiginda farkli antikor siniflarini
saptamada kullanilir (Altay, 2008).

Kompleman Birlesme Testi (KBT): Antijen—antikor birlesmesinin
komplemani uyarmasina dayanarak gelistirilen iki basamakli bir testtir. Bir seri
diliisyonu yapilmis olan serum Orneginin her birine esit miktarda antijen eklenir.
Eklenen antijenle serum o6rnegindeki antikor (var ise) birleserek immiin kompleks
olusturur. Belirli bir titreden sonra immiin kompleks olusmaz veya yeterli diizeyde
olusmaz. Ayni ortama kompleman eklenir. Eklenen kompleman, immiin kompleks
olusmus tiiplerde aktive olur ve tiiketilir (antijen-antikor kompleksine baglanir).
Belirli bir tiipten sonra diliisyon nedeniyle serumdaki antikor miktarinin azalmasina
bagli olarak eklenen kompleman tiiketilemez. Biitiin tiiplere indikator hiicreler (anti-
eritrosit, antikor kapli eritrositler) eklenir. immiin kompleks aracilig1 ile tiiplere
eklenen kompleman tiiketilmis ise eklenen indikator hiicrelerde parcalanma olmaz
zamanla tiipin dibine c¢okerler. Tiiplerde antijen-antikor kompleksi araciligi ile
tilkketilmemis kompleman kalmis ise kalan aktif kompleman miktar ile iliskili olarak
indikator hiicrelerin tamaminda veya bir kisminda lizis (hemoliz) olur. Hemoliz olan
ilk tiipten bir onceki tiipteki serum titrasyonu antikor miktarini tanimlamak igin
kullanilir. Bu teknik ¢cogunlukla bruselloz tanisinda dogrulayici bir test olarak tercih
edilir (Garin-Bastuji ve ark., 2006; Kilig., 2007). Temel olarak IgG1 ve IgM (IgA ise
kompleman1 fiske etmez) antikorlar1 saptanir. Ancak testin kompleks olusu,
¢ozeltilerin fazlaligi, bir¢ok asamada gergeklesmesi, serumun anti-kompleman
aktivitesi, hemolizli serum eldesinin giigliigli, disiik titrelerdeki subjektiflik gibi
sebepler bu testin dezantajlaridir (Garin-Bastuji ve ark., 2006; Baddour ve Alkhalifa,
2007).

Radio immun assay (RIA): Antijen-antikor kompleksinin radioizotop

kodlanmis ikinci bir antikorla tespit edilmesi esasina dayanir. Yiiksek duyarlilik ve
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Ozgilliige sahip bu teknikte I? ile isaretli antikorlar kullanilarak IgM, IgG ve IgA
tipi antikorlar saptanabilmektedir. Pahali, alete bagimli olmasi, deneyimli personel
gereksinimi, radyoaktif artik iiriinlerin varli§i ve radyoizotoplarin yari dmiirlerinin
kisa olmas1 gibi dezavantajlar1 nedeniyle yaygin kullanim alani bulamamstir (Kilig,

2007).

Fluorescence Polarization Assay (FPA): Direkt olarak antijenc baglanan
antikorlar1 6lgmek i¢in molekiiler doniis 6zelligini kullanan bir sistemdir. Teknik, B.
Abortus’a kars1 as1 ve dogal enfeksiyon sonucu gelisen antikorlari ayirt edilebilir,
diisiik “yalanci pozitiflik” orani, insanda; % 96,1 duyarlilik ve % 97,9 6zgiilliik
Ozelliklerine sahip bir testtir (Kilig, 2007).

2.2.6.3. Molekiiler testler

PCR, DNA veya RNA iizerindeki se¢ilmis bir veya birden fazla sayida
bolgenin in vitro kosullarda oligoniikleotid primerler ve Taq polimeraz enzimi
kullanilarak Therma cycler cihaz1 yardimiyla ¢ogaltilmasi esasina dayanir (Adigiizel,
2006). PCR teknigi giinlimiizde, temel molekiiler biyolojik arastirmalarda (klonlama,
dizi analizi ve DNA haritalamas1 gibi), klinik tipta (orak hiicre anemisi, kistik
fibrozis, AIDS, 16semi tanist gibi), analik babalik tayininde, tibbin diger kollarinda,
in vitro sartlarda ¢ogalabilen veya ¢ogalamayan patojen mikroorganizmalarin neden
olduklar1 hastaliklarin tespitinde, tohum safliginin belirlenmesinde, dogadaki ¢esitli
canl tiirlerinin tanisinda, tilirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Ar1, 1999).
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2.2.7. Brucella’nin tedavisi

Brucella spp. retikiiloendotelial sistem hiicrelerinde hiicre i¢ine yerlestiginden
dolay1 ¢ogu antibiyotik hiicre duvarini gecemez. Etkenin bu intraselliiler 6zelliginden
dolay1 simdiye kadar hayvanlarda hastaligin gilivenilir bir tedavisi bulunamamustir.
Fakat sanitasyon metotlarinin uygulanmasi, hastaligin yayilmasimin engellenmesi ve
asilama gibi etkili yontemlerle potansiyel enfeksiyon riski azaltilabilir (Nicoletti,
1985). Son on yilda sigirlarda brusellozisin tedavisinde bir¢ok kemoterapotik madde

kullanilmis, fakat higbirisinin tam etkili olmadig: bildirilmistir.

Radwan ve ark. (1993), dogal enfekte ineklerde brusellozisin eliminasyonunu
saglayacak uzun etkili oksitetrasiklin ve streptomisinin intramuskuler ve
intramamarial yolla 6 haftadan fazla bir siireyle infiizyonunu igeren bir medikasyon
Oonermisler. Yapilan bu uygulamanin pahali olmasi, basarisizlikla sonug¢lanmasi,
tedaviden sonra hayvanlarin alikonulma siiresinin uzun olmasi ve gelisen antibiyotik
direnci gibi nedenlerden dolay: bu tedavi Avustralya’da eradikasyon programi igin

pratik bulunmamustir.

Brucella mikroorganizmalarinin viicuttan yok edilmesi uzun siireli ve kombine
antibiyotik tedavisini gerektirir ve bu her zaman basarili olmaz. Yapilan bu tiir
denemelerde tedavide c¢ok basarili sonuglar alinamamistir. Hayvanlar etkeni gizli
olarak tasimaya devam eder ve diger hayvanlar i¢in enfeksiyon kaynagi olurlar. Hem
ekonomik olmamasi hem de tasiyicilifin Onlenememesi nedeniyle hayvanlarda

tedavi Onerilmez.

Insanlarda hastalifin tedavisine yonelik birgok antimikrobiyal kombinasyon
denenmistir.  Tetrasiklin, rifampisin, streptomisin ve  gentamisin  gibi
aminoglikozidler Brucella tiirlerine kars: etkili antibiyotiklerdir. Fakat Brucella’nin
intraselliiller 6zelliginden dolayr birkag antibiyotigin uzun siire verilmesi
gerekmektedir. Erigkinlerde tedavide altin standart 1 g streptomisinin 14 giin siireyle
kas i¢i enjeksiyonu ve 100 mg doksisiklinin 45 giin siireyle giinde iki kez oral yolla
alinmasi seklindedir. Streptomisine alternatif olarak 5 mg/kg dozunda gentamisinin 7

giin siireyle giinde bir kez kas i¢i enjeksiyonu da tedavi amacli kullanilabilmektedir

34



2. ONCEKI CALISMALAR ismail KOYUNCU

(Hasanjani, 2006). Yaygin kullanilan diger bir tedavi yontemi ise doksisiklin ve
rifampisinin 6 hafta siireyle giinde iki kez oral yolla alinmasi seklindedir. Bu
yontemin oral yolla alinmasi gibi bir avantaji vardir. Doksisiklin, rifampin ve
kotrimoksazoliin  kullanildig1 {i¢lii  kombinasyon ozellikle norobrusellozisin
tedavisinde basarili sonuglar vermektedir (McLean, 1992). Doksisiklin kan beyin
bariyerini rahatlikla gecebilmektedir fakat relapslarin dnlenmesi i¢in diger iki ilaca
da ihtiya¢ vardir. Siprofloksasin ve kotrimoksazol tedavisi yliksek orandaki
relapslarla ilgilidir. Brucella kokenli endokarditiste cerrahi miidahale optimal bir
uygulama olarak goriilmektedir. Optimal brusellozis tedavisine ragmen relapslar
hastalarin % 5-10"unda goriilebilmektedir. Deneysel ¢alismalarla kotrimoksazol ve
rifampinin brusellozisli hamile kadinlarda giivenle kullanilabilecegi kanitlanmistir
(Anonim, 2011). Kronik brusellozisde immunostimiilant tedavi amagli levamizol
yararli olmaktadir (Thornes, 1977). Antijen tedavisi potansiyel olarak risk tasidigi
i¢in tavsiye edilmemektedir (Heymann, 2004; WHO, 2006)

2.3. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, bir canlidan herhangi bir yolla yalitilan bir
genin uygun bir konagin igerisine sokularak orada ¢ogaltilmasini ve bazen de ifade
edilmesini amaglayan g¢alismalara ait tekniklerin toplamidir. Belirli bir amag igin
dogrudan genetik materyal tizerinde yapilan bu teknoloji ile, invitro sartlarda genetik
materyalde planli degisiklikler yapilabilmekte, istenilen genlerin istenilen canliya
sokularak, dogal bicimde bulunmadigi bu konakta ¢ogaltilmasi ve istenilen iriinii

vermesi i¢in nakledilen genin ifadesi saglanabilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi 6zellikle 19601 yillarin sonlarina dogru DNA
ile ilgili baz1 enzimlerin etki mekanizmalarinin anlasilmasi sayesinde gergeklestirilen
bir dizi yontemleri kapsamaktadir. Bununla birlikte bu siire¢ 1940'lardan 1970'lere
kadar molekiiler biyolojinin gelismesini saglayan bilgi birikimi de rekombinant DNA
teknolojisinin temelini olusturmustur. Genetik ¢esitlenme olaylarinin yapay olarak
gerceklestirilmesi esasina dayanan rekombinant DNA teknolojisine (rDNA) iliskin
ilk c¢aligmalar, 1973 yilinda basta Cohen olmak {izere bir aragtirma grubunun

onderliginde invitro kosullarda gergeklesmistir. Buna gore dogada eldesi imkéansiz
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olan yeni gen diizenlemelerinin yapilmasi bu teknolojiyle saglanabilmekte, bir
canliin genotipi 6nceden belirlenebilmekte ve yonlendirilebilmektedir. (Anonim,

2012).

Rekombinant DNA teknolojisi ile protein iiretimi su asamalardan olusmaktadir.
1-Protein gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi, 2-Klonlama, 3-Transformasyon, 4-

Protein ekspresyonu, 5-Protein saflastiriimasi

2.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR: Polymerase Chain Reaction) spesifik bir
DNA’nin belirli uzunluktaki bir hedef bélgesinin dizinini (kalip) hiicre-disinda
yiiksek miktarda ¢ogaltmak igin etkili bir yontemdir. Hedef DNA dizininin derigimi,
PCR tepkimesi ile her dongiisii li¢ basamaktan olusan ¢ok sayida (30-60 dongii)
ardisik dongii ile artirilir. PCR tepkimesi ile gen miktarinin artirilmasinin temeli
DNA polimeraz enzimi ile ssDNA'nin kalip olarak kullanilmasiyla DNA parcasinin
derigiminin artirilmasidir. PCR ile hedef genin derigiminin artirilabilmesi i¢in hedef
genin her iki ucundaki DNA dizininin tamamlayicist olan, uygun kosullarda hedef
ssDNA'nin uglarina baglanabilen, 3'-hidroksil uglarindan sentezin baslamasini ve
devam etmesini saglayan ve klonlama i¢in uygun restriksiyon enzim konumlarin
iceren yaklasik 20-30 niikleotitten olusan iki sentetik oligoniikleotit primer (ileri
primer ve geri primer) tasarlanir. Birbirinden sicaklik etkisiyle ayirilmig iki DNA
zinciri de primerler yardimiyla c¢ogaltilmasi sirasinda  kalip  olarak
kullanilabilmektedir. Bir PCR reaksiyonunda her bir dongii ti¢ 6nemli basamaktan

olusmaktadir.

1. Denatiirasyon: PCR sisteminde ilk basamak, tepkime karigiminin
sicakliginin 94°C'ye cikarilmasiyla dsDNA'dan ssDNA olustugu basamaktir.
Hedef DNA'ya ek olarak tepkime kabinda primerler, dort ANTP ve Taq DNA
polimeraz enzimi de bulunmaktadir. Sicaklik 94°C'ye ¢ikarildiktan sonra
tepkime kab1 1 dk bu sicaklikta bekletilir.
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2. Hibridizasyon: Ikinci basamakta, sicaklik 94°C'den primerlerin yapisma
sicakligina (50-60°C) dusiiriiliir. Boylece primerler hedef DNA {izerindeki

spesifik bolgelerine baglanirlar.

3. Ampilifikasyon: Son basamak olan ii¢iincii basamakta, sicaklik Taq DNA
polimerazin katalitik fonksiyonu i¢in optimum olan 72°C'ye ¢ikartilir ve
boylece herbir primerin 3'-hidroksil grubundan DNA sentezi baslar. DNA
sentezinin tamamlanmasi i¢in gerekli siire hedef DNA'nin biiyiikliigiine
(1dk/kb) bagli olarak degisir.

2.3.2. Plazmidler ve ozellikleri

Bakterilerdeki temel genetik bilgiler kromozomda bulunur. Bakterilerin ¢ogu
biiyiik DNA kromozomuna ek olarak, bazi 6zelliklerini genetik kontrol altinda tutan,
sitoplazma i¢inde serbest olarak bulunan, kendi kendilerini replike edebilen 1-100kb
biiytikligiinde plazmid adi verilen dairesel DNA molekiilleri igerir. Plazmidler,
icinde bulunduklar1 konakg1 hiicre ile uyum icinde yasarlar. Plazmidlerin en 6nemli
ozelligi, bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike olabilmeleri ve kendi
replikasyonlarini kontrol edebilmeleridir. Plazmidlerin biiyikligii idealde 10 kb't
geememelidir. Ciinkii biiyiilk DNA molekiillerinin saflastirma sirasinda kirilma
olasthgr vardir, ayrica biiyik plazmid molekiilleri ¢ok zor manipiile olurlar.
Plazmidler genellikle bir veya bir ka¢ gen tasirlar ve bu genler konakgi1 bakterinin
belirli karakteristik 6zellikleri gdstermesine neden olurlar. Ornegin; Kanamisin veya
ampisilin gibi antibiyotiklerin toksik derisimlerinde bakterilerin yasamlarim
stirdiirebilme kabiliyetleri genellikle bakterilerde bulunan plazmidlerin tasidig:
antibiyotik diren¢ genleri ile saglanmaktadir. Plazmidler hiicrede sabit ve
karakteristik bir kopyalama sayisinda muhafaza edilirler. Yani bu say1 nesilden nesile
sabit olarak kalir. Kopyalama sayisi plazmidlerde bulunan genler tarafindan

belirlenir fakat konakg1 hiicre ve ¢ogalma kosullarindan etkilenir.
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Genellikle bakteriyal plazmidler hiicre i¢inde dairesel DNA molekiilleri olarak
bulunurlar. Plazmidler kopyalama sayisina gore diisiik (low) ve yiiksek (high)
kopyalama sayili olarak iki gruba ayrilir. Bu simiflandirma olduk¢a genistir.
Plazmidlerin transfer sekli, sikligi, antibiyotik direngliligi gibi baz1 6zelliklerine gére

daha detayli bir siniflandirma yapmak miimkiindiir.

2.3.3. Gen klonlama

Gen klonlama islemi bir genetik bilginin tam bir esinin aseksiiel tiretilmesidir. PCR
ile genetik bilginin ¢ogaltilmasini takiben gen klonlama deneyindeki temel adimlar

sunlardir;

1. Rekombinant DNA molekiilii olusturmak i¢in klonlanacak geni igeren
DNA’nin ‘vektor’ olarak adlandirilan sirkiiler DNA molekiiliiniin i¢ine
yerlestirilmesi

2. Vektoriin konak hiicre i¢ine aktarilmasi (Transfeksiyon veya transformasyon)

3. Konak hiicrede rekombinant DNA molekiiliiniin ¢ogaltilmasi1 (hem vektor
hemde tasidig1 gen)

4. Hiicre boliindiik¢e rekombinant DNA molekiilii kopyalarint yeni hiicrelere
aktarilmasi

5. Konak hiicrelerin biiyiik miktarlarda iiretimi (koloni veya klon)

PCR iiriinleri bir veya iki restriksiyon enzimi ile yapiskan ya da kiit uglar
olusturacak sekilde kesilir. Kesilmis PCR iiriinleri ve vektér uygun sartlar ve
oranlarda DNA ligaz enzimi aracilifiyla bir araya getirilerek rekombinant DNA
molekiilii olusturulur. Iginde bizim istedigimiz DNA molekiilii olan vektdr konak

hiicreye aktarilir ve segici bir ortamda konak hiicrelerle beraber ¢ogaltilir.
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2.3.3.1. Klonlama yontemleri

Klonlama; 1. A/T klonlama, 2. Yapiskan ug olusturarak klonlama, 3. Kiit ug

olusturarak klonlama yontemleriyle yapilmaktadir.

A/T klonlama: T/A klonlamada restriksiyon endoniikleaz enzimlerine gerek
yoktur. Bu klonlama 3'-A uzantisina sahip ¢ift iplikli PCR tiriinleri olusturan ve 3'-5'
ekzoniikleaz  aktivitesine sahip olmayan DNA  polimeraz  kullanilarak
gerceklestirilebilir. Yapigkan u¢ ve kiit u¢ klonlamalar sirasinda 6zgiil DNA

dizilerini taniyan restriksiyon enzimleri kullanilir.

2.3.3.2. Restriksiyon enzimleri (RE)

Restriksiyon enzimleri; metilaz aktiviteleri, alt iinite yapilari,, kesim
ozgillikleri ve kofaktdr ihtiyaglarima gore; tip I, tipll, tip III ve homing
endoniikleazlar olarak incelenirler. Klonlama igin en az bir restriksiyon enzimine

ihtiyag vardir.

a- Tip I enzimler: Hem metilasyon hemde modifikasyon yapan enzimlerdir.

+2,5

Bu enzimler aktiviteleri i¢in 5- adenozilmetionin, ATP ve Mg “’ma gereksinim
duyarlar. Hedef dizideki adenin rezidiilerini metilasyona ugratirlar ve kesimleri
rastgele olmaktadir. Kesim olayinda belirleyici faktér enzimin metilasyon

aktivitesidir.

b- Tip 1l enzimler: Tam hedef niikleotidden kesim yapma 6zellikleri nedeni
ile klonlama ve molekiiler biyoloji arastirmalar1 i¢in ideal enzimlerdir. Tip II RE
Mg+2 iyonlarinin varliginda cift iplikli DNA {iizerindeki palindromik dizileri tantyan
sonucunda DNA’da olusturduklart uglarin  motiflerine goére iki alt gruba

ayrilmaktadir.
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Yapiskan Ug¢ (Sticky End): Bu enzimlerin olusturdugu uclarin ligasyon

etkinlikleri ytliksektir. Bu nedenle klonlama ¢alismalarinda tercih edilmektedirler.

Kiit U¢ (Blunt End): Bu tiir uclarin ligasyon etkinlikleri diistiktiir. Bu tiir
uclar genellikle klonlama ¢alismalarinda dnerilmemektedir. Ancak, bunlar 6zellikle
DNA pargalarinin ucuna bir ya da birden fazla RE tanima bolgesi baglamak igin
kullanilmaktadir.

Gerek yapigkan ug gerekse kiit u¢ olusturan RE’lerinden bazilar1 DNA {izerinde aym

dizileri tantyabilmektedirler.

c- Tip Il Enzimler: Tip I’ler gibi bunlar da metilasyon ve modifikasyon
yapabilen = ¢ok  fonksiyonlu  enzimlerdir ve  ATP’ye bagh  kesim
gerceklestirmektedirler. Bu enzimler DNA’ya tanima bolgelerinden baglanmalarina
ragmen kesimi farkli bolgeden ve rastgele yapmaktadir. Kesim tanima bdolgesine
yakin bir konumda gergeklestirilmektedir. Bu nedenle tip III enzimler klonlamada

kullanilmamaktadir.

d- Homing Endoniikleazlar: Diger restriksiyon enzimlere kiyasla iyi derecede
korunmus ve benzerlik gosteren protein yapilarina (LAGLIDADG, GIY-YIG, H-N-
H, lle-Cys) sahip, uzun (12-40 baz gifti) ve asimetrik bolgeleri taniyip kesen,
aktivitesi ig¢in protein ve RNA’ya ihtiya¢ duyan enzim grubudur. Tiim biyolojik

sistemlerde (bakteri, 6karyot, alg) bulunmaktadirlar.

Restriksiyon Enzimlerinin Star Aktivitesi: Restriksiyon endoniikleazlarin en
dikkate deger 6zelliklerinden biri, bu enzimlerin optimal sartlarda 6zgiil DNA’y1 en
yakin dizilimden ayirt edebilme basarilarinin, optimal olmayan sartlarda oldukca
degismesidir. Ornegin, EcoRI enziminin tanima bdlgesi (5’-GAATTC-3’)’ne
baglanma orani en yakin tanima bolgesi (5’TAATTC)’ne kiyasla 105 kat daha
fazladir. Ancak, enzim i¢in optimal olmayan sartlar altinda oran olduk¢a degismekte
ve pek cok enzim icin bu durum séz konusu olmaktadir. Benzer bolgeleri kesme
islemine, bir enzimin star aktivitesi denilmektedir. Bu durum molekiiler biyoloji

caligmalarinda olduk¢a Onemli olmaktadir. Bu nedenle kullanilan enzimlerin star
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aktiviteye sahip olup olmadiklari bilinmelidir. Restriksiyon enzimlerinin iginde
klonlanacak DNA  dizisini  istenmeyen bir noktadan kesen enzimler
kullanilmamalidir. Cogaltilacak gen bolgesi i¢in kullanilacak primerlerin uglarinda
restriksiyon enzimlerinin tanima dizileri bulunmalidir. Hem klonlama vektorii hem
de klonlanacak gene ait PCR diriinleri retriksiyon enzimleriyle, uygun sartlarda
kesilirler. Uriinler jel ekstraksiyonu veya DNA’y1 baglayabilen kolonlar kullanilarak

saflastirilabilir.

2.3.4. DNA ligasyonu

Rekombinant DNA molekiiliiniin olusumundaki son adim kesilmis vektor ve
kopyalanacak DNA’nin uygun sartlarda bir araya getirilmesidir. Sonrasinda ligaz
enzimi niikleotidler arasinda fosfodiester baglari (¢ift iplikli DNA nin 5’ ucunda yer
alan fosfat grubunun ATP ile 3’-OH grubuna baglamasi) kurarak acik uglar1 kapatir.
Yapiskan uclar ligasyon etkinligini arttirmaktadir. Baglamadaki sorunlardan biri
vektoriin yabanc1 DNA’ya baglanmasi yerine kendi uclarinin birlesip halka seklini
kazanmasidir, bunu engellemek i¢in yapilan uygulamalardan biri, vektoriin 5’
uclarindaki fosfat gruplarinin fosfataz enzimi ile yok edilerek fosfodiester bag

olusumunu 6nlemektir.

Ligasyon tepkimesinin gergeklesmesi icin ortamda nanogram miktarinda
makro molekiil DNA bulunur. Makromolekiillerin klonlanmasi igin klonlanacak
makromolekiil DNA uglariin karst karsiya gelmesi gerekmektedir. Bu olasiligin
diisiik olmasi klonlama tepkimelerinin ger¢eklesme olasiligimi da azaltmaktadir.
Ligasyon tepkimesinde ortamda bulunan vektoriin ve genin derisimi ¢cok onemlidir.
Vektor ve gen derisimleri DNA parcalariin biiyiikliigline gore degistiginden

bunlarin uygun derisimleri optimize edilmelidir.
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2.3.5. Transformasyon

Rekombinant DNA molekiiliinii i¢ine alabilmesi i¢in uygun hale getirilmis
konak hiicrelere (Kompetan hiicre) ligasyon {iriinliniin aktarilmasidir. Hiicrelerin
kompetan hale getirilmesi igin temel olarak iki yontem vardir. Elektroporasyon
(distik voltajli elektrik akimi) ve CaCl, metodu. Ligasyon iiriinii ve kompetan
hiicreler uygun sartlarda inkiibe edilir. Bu yontem ile ilgili birgok yontem (protokol)
bulunmaktadir. Bunlardan en uygunu ve en ¢ok kullanilani, E.coli hiicrelerinin CaCl,
ile yitkanmasi ve +4°C'de bekletildikten sonra plazmid DNA ile ayn1 ortama konulup,
42°C'de 1-2 dakika bekletilerek 1s1 sokuyla plazmid DNA'sinin hiicreye transferidir.

Transfer yapildiktan sonra hiicreler kati ortamda uygun bir isaretleyici
antibiyotik kullanilarak ¢ogaltilirlar. Bu yontemde hiicrenin, istenen DNA
molekiiliinii hangi mekanizma ile igine aldigi halen bilinmemektedir. Protoplast
transformasyon yonteminde bakterilerin hiicre duvari kismen lizozim enzimi ile-
enzimatik olarak hidroliz edilir. Ortamda osmotik stabilizatorlerin (sakkaroz gibi)
bulunmasi durumunda, hiicrelerin parcalanmalar1 6nlenir. Transformasyon i¢in diger
bir teknik de elektroporasyondur. Bu yontemde pulse etkiyle yiiksek voltaj
uygulanarak DNA istenen hiicreye transfer edilir. Bu yontemde de hiicrenin hangi

mekanizma ile DNA'y1 aldig1 heniiz bilinmemektedir.

2.3.6. Kolonilerin se¢imi

Ligasyon {irlinlinlin aktarildigi konak hiicrelerinin se¢ilimi i¢in bu hiicreler
uygun besiyeri ve inkiibasyon sartlarinda tutulur. Cogu plazmid klonlama vektorii
konak hiicreye antibiyotik direnci veren en az bir gen tasimaktadir. Bu antibiyotikleri
igeren se¢ici ortamlarda inkiibe edilirler fakat bu konak hiicreler zamanla antibiyotik
etkisini dnleyen enzimler salgilayabilir. Bu ylizden transformasyonu takiben secici

ortama alinmalidirlar.
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2.3.7. Rekombinant genin klonlandig1 hiicrelerin saptanmasi

Transformasyon isleminden sonra, istenen geni tasiyan hiicrelerin uygun
yontemlerle se¢imi gerekir. Transformasyon sonunda ortamda ¢ok fazla koloni
bulunacag i¢in segici isaretleyici (selective marker) gereklidir. En yaygin yontem
antibiyotiklere karsi diren¢ saglayabilecek gen tasiyan plazmidlerin klonlamada
kullanilmasidir. E.coli ile yapilan ¢alismalarda genellikle ampisilini etkisiz hale
getirecek geni ampR tasiyan plazmidler tercih edilmektedir. Transformasyon
isleminden sonra koloniler segici isaretleyici gorevini yapacak antibiyotigi iceren
ortamda c¢ogaltilirlar. Plazmidi tasiyan hiicrelerin hepsi bu ortamda yasama
kapasitesine sahiptir. Antibiyotik igeren ortamda yasayabilen hiicrelerin hepsi
klonlamada kullanilan plazmidi tagimalarina ragmen klonlanmasi amaglanan geni

tagima olasiliklar1 ¢ok diisiiktiir.

Uretilen konak hiicrelerde rekombinant plazmidi icermeyen hiicreler olabilir.
Bunlar tesbit etmenin ¢esitli sekilleri vardir. Birincisi, bazi plazmidler beta-
galaktozidaz (lac Z) geni igerir. Eger araya sokulmasi istenen DNA (insert) bu
plazmid i¢ine dogru sekilde girmisse gen inaktive olmaktadir. X-gal ve IPTG igeren
besiyerinde insert iceren plazmidler beyaz koloniler olustururken, ligasyon
basamaginda hedef insert icermeyen plazmidleri iceren bakteriler mavi koloniler
olusturmaktadir. Ikincisi, insert’in varligi kolonilerde ekstraksiyon yapildiktan sonra
PCR yontemiyle uygun biiyiikliikteki bandin goriintiilenmesidir. Ugiinciisii ise gen ve
plazmidin primerleri kullanilarak yapilan koloni PCR islemiyle uygun bandlarin

goriintiilenmesidir.
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2.3.8. Protein ekspresyonu

2.3.8.1. Ekspresyon vektorleri

Bu vektorler klonlanacak genin yerlesebilecegi ve iginde pek ¢ok restriksiyon

enzimi i¢in tanima dizileri bulunan klonlama bdlgeleri igerirler. Bu bolgeler ‘lac Z’

gibi ¢esitli promotdr genlerin kontrolii altindadir. Sekil 2,3’de ¢esitli ekspresyon

vektorleri ve ozellikleri sunulmustur.

Cizelge 2.3. Ekspresyon vektorleri ve 6zellikleri (Anonim, 2012)

Konakg

Avantajlan

Dezavantajlan

Bakteriler (E.coli)

*Yiksek verim

‘Basit ve ucuz gogalma

“Iyi mekan/zaman verimi

*Kapsamh bilinen organizma, basit
kullamilabilme ve yonlendirilebilme

*Cok sayida transkripsiyon ve translasyon
diizeyinde kontrol elemanlan bilinmekte

*Okaryotik hiicrelerde olan
posttranslasyonel modifikasyon ve
sekresyon mekanizmalanna sahip
dezil

*Ekspresyon lrunleri inclusion
cisimleri ach verilen gug gozinur
formda

Bocek Hiicreleri (Baculovirus
sistem)

“Yiiksek okaryotik hicrelerin birgok
posttranslasyonel modifikasyonlan, protein
proses ve sekresyon mekanizmalan
*Yuksek verim mumkun

*Protein gozunlukla ¢oziunur formda
“Baculovirusler insanlar igin enfeksiyoz dezil
*Buyiik proteinlerin ekspresyonu igin de
uygun sistem

*Bocek hicrelerinin gogalmasa
bakterilerden daha masrafh ve gok
zaman ahc

*Rekombinant baculoviruslerin giki;
gozeltilerinin kazamiimas igin daha
uzun yontemler gerekli

*Memeli hiicrelerinden farkh baz:
posttranslasyonel glikozilasyon

Mayalar

“Organizma iyi tammyor, gogalma ve islem
aynintili tammmlanma;

* Yiiksek okaryotik hiucrelerin birgok
posttranslasyonel modifikasyonlan, protein
proses ve sekresyon mekanizmalar:

*Memeli hiicrelerinden farkh baz:
posttranslayonel glikozilasyon
“Bakterilerden daha duzuk verim

Memeli hiicreleri

*Yiiksek okaryotik hucrelerin bitin
posttranslasyonel modifikasyonlan, protein
proses ve sekresyon mekanizmalan

*Nisbeten zaman gerektiren ve pahah
gogaltma
*Kotu zaman/mekan verimi

2.3.8.2.Protein ekspresyonu

Vektor; IPTG, Triptofan, L-arabinoz gibi maddelerle uyarilabilen operator bir

gen icermektedir. Bu uyarilmanin zamanlamasi proteinin elde edilmesini ve

miktarini belirler. Konagin logaritmik faza hangi OD’de ulastig1, uyaricinin miktar

ve siiresi, sicaklik optimizasyon siirecinde en iyi iirlinii alabilmek i¢in ayarlanmasi

gereken faktorlerdir.
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2.3.8.3. Protein izolasyonu ve ekspresyonunun gosterilmesi

Hiicre i¢cinde bulunan proteinler once hiicre disina ¢ikarilmalidir. Bu genellikle
tampon Ozelligi tasiyan bir sivi1 araciligiyla olur. Proteinleri hiicre igerisinde tutan
hiicre zarinin pargcalanmasindan sonra ortaya ¢ikan protein ve niikleik asit ¢ozeltisine
hiicreden arindirilmig lizat adi verilir. Proteinler dogal ve denatiire edici sartlarda
saflastirilabilir. Bunu proteinin ¢6ziiniirliigii, hiicre i¢i yerlesimi, biyolojik aktivitesi
gibi sartlar belirler. Inkliizyon cisimleri i¢inde yogunlasan proteinlerin elde edilmesi
icin denatiire edici sartlar kullanilir. Protein varliginin dogrulanmast igin cesitli
yontemler vardir.

1. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS page

sonras1 comassie blue ile boyama).

2. SDS-PAGE sonrasinda Western Blotlama 1slak (wet) ve yar1 kuru
(semidry) olmak tiizere iki sekilde uygulanabilir. Daha sonra sirastyla
nitroseliilloz membrana aktarma, bloklama, proteine 6zgiil enzim isaretli
Ab’la karsilasma ve 1s1ma veren substrat eklenmesi sonrasi fotograf

filmi ile saptama gergeklestirilir.

3. Direk koloni kopyalama: Transformasyon sonrasi segici ortamda
tireyen kolonilerin iizerini kaplayacak sekilde nitroseliilloz membran
kapatilir ve daha sonra kaldirilarak IPTG’li segici besiyerine aktarilir.

Ekspresyon arastirmasi bu membran {izerinden ¢aligilir.

4. Dot Bloting: Bu yontemde, hiicre lizati ve rekombinant protein
nitroseliiloz membrana damlatilip daha sonraki membran asamalari

Western Blot’a benzer sekilde uygulanir.

5. Proteinin varligin1 gosterebilmek icin uyarilma dncesi ve sonrasi durum
kiyaslanmalidir. Bunun i¢in SDS-PAGE ile dogru biiytikliikteki band
varhig1 arastirilir. Daha sonra Western Blotlama yontemi ile jeldeki

proteinler bir membrana aktarilarak saptanir.
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2.3.9. Proteinlerin saflastirilmasi

Proteinlerin uygun sekilde elde edilebilmesi igin ekspresyon ve Kkiiltiir
sartlariin etkinligi kadar protein saflastirma islemlerindeki asamalarin sartlar1 da
onemlidir. Kiiltiir miktari, dogal veya denatiire sartlar altinda calisilmasi, inkliizyon

cisimciklerinin olusumu gibi agamalar bunlar arasindadir.

Ni-NTA affinite kromatografi teknigi kullanilarak 6-histidinli ug¢ tasiyan
rekombinant proteinlerle dogal veya denatiire sartlar altinda ¢alisilabilir. Inkliizyon
cisimciklerindeki birgok protein deterjanlar, denatiire edici ajanlar (8M iire, 6M
GuHCI gibi), diyaliz, 1s1, pH gibi parametreler kullanilarak ¢6ziinlir hale
getirilebilirler. Ni-NTA affinite kromatografi tekniginde rekombinant proteine bagh
6-histidin molekiiliinden ikisi nikel-nitrilotriasetik asit molekiilleriyle kapli kat1 faza
tutunurlar (Sekil 2.7). Histidin molekiillerinin fazlaligi hem afiniteyi artirmakta
hemde protein molekiiliinde olabilecek sayica daha az olan histidin molekiilleriyle

yarigarak kontaminant proteinlerin baglanmasini énlemektedir.

AN

Sekil 2.6. Ni-NTA ve Histidin tag igeren protein molekiillerinin etkilesim semasi (Anonim, 2012)
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Yiiksek pH’da baglanan rekombinant protein, yikama ve eliisyon adimlarina
dogru pH’s1 giderek diisiiriilen tamponlarla veya artan imidazol konsantrasyonuyla,
protein iginde bulundugu matriksi birakarak eliic olur. Kontaminant proteinlerin
baglanmasini engellemek i¢in gerekirse belirli miktarlarda imidazol tamponlara ilave
edilebilir. Histidin analogu olan bu molekiil sondaki yikama adimlar ile kolayca

uzaklagtirilabilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Caliymada kullanilan cihaz ve kimyasal maddeler

Kullanilan cihazlar

Santrifij
Derin dondurucu
Dikey jel elektroforez sistemi

ELISA plate

Fraksiyon kollektorii

Isitma tablasi

Inkiibasyonlu orbital shaker
inkiibator

Jel goriintiileme sistemi dansitometri
Laminar flow kabin

Otoklav

PCR cihazi

Semidry western blot sistemi
Su banyosu

Syringe filters

Ultra santrifiij

Ultrasonikator

UV Transilluminator
UV-Visible spektrofotometre
Yatay jel elektroforez sistemi

Kullanilan kimyasal malzemeler
Affinite kolonu

100 bp DNA ladder

1000 bp DNA ladder

Protein Ladder

10 mM dNTP mix

10 X Taq DNA polymerase Buffer
6X Loading dye

Anti-His G antibody

Anti-Human 1gG (y-chain specific)- Horse peroxidase

antibody produced in goat

APS

Bacto®-tryptone

Bacto®-yeast extract
B-mercaptoetanol

Bromofenol Blue

BSA (Albumin from Bovine Serum)
D(+) Glucose
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Marka

Hettich Universal 30 RF

Rewco

Biorad Mini- Protean® Tetra Cell
Protein Elektroforezi

Bio-Tek

Bio-Rad, Foxy 200

Eppendorf thermomixer

Innova 40

Binder, Redline

Biorad GS -800

Thermo

Niive, OT32

Applied Biyosistems 2720 Thermal
Cycler

Sigma

Niive BM 402

Corning

Beckman coulter, Optima LE- 80K
Bandelin, sonopuls

Syngene

Cecil

Biorad

Thermo, His Pure Ni-NTA
chromatography cartridge
Vivantis,VC 100 bp
Vivantis,VC 1 kbp

Thermo, Pageruler Prestained
Promega, U1511

Vivantis

Vivantis

INVITROGEN, R940-25
Invitrogen

Merck,
Merc
Merc
Merc
Sigma
Sigma
Sigma
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DMSO

EDTA

Etidyum bromiir,

Glisin

HisPure Ni-NTA choromatography cartridge
Imidazol

IPTG, Dioxane-Free

Isopopanol

Glycerol

Coomassie Brilliant Blue

K,HPO,

Kanamycin Sulfate

KCI

KH,PO,

LB agar

Lizozim (Lysozyme from henn egg white)
MgClz

N,N’- Dimethyl- bis- Acrylamide
Acrylamide

NaAc

NaCl

NaH2PO4

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Proteinaz K

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat),

T4 DNA Ligase Buffer

Taq polimeraz

TEMED (N-N-N’-N’-Tetrametiletilendiamin)
TMB 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin

Tris Base

Triton X-100

Tryptone

Tween-20 (Polietilen Sorbitan Monolaurat)
Yeast Extract

Kullanilan Kitler

Champion pETSUMO Protein Expression System

GenElute HP Plazmid Miniprep Kit

GF-1 Bacterial DNA extraction Kit
WesternBreeze Chromogenic Western Blot
Immunodetection Kit
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Carlo erba

Sigma
Merck
Thermo
Sigma
Promega
Merc

merc
inVltrogen
Merc
Merc
Sigma
vivantis
Vivantis
Sigma

Sigma
Merc
Merc
Thermo
Vivantis
Sigma
Invitrogen
Vivantis
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merc
Sigma
Merc

Invitrogen, K300-01
Sigma, NA0150
Vivantis, GF-BA-100
Invitrogen, WB7103
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3.1.2. Kullamilan marker DNA ve proteinler

Agaroz jel elektroforezinde; Vivantis, VC 1 kbp DNA ladder ve Vivantis, VC
100 bp DNA ladder kullanildi. Protein elektroforezinde ise Thermo, Page ruler

prestained protein ladder kullanildu.

— 17
10000 by —_— 13
W 1000 .
b o0 150
4000 by 800 bp —
3000 by 700 bp
2500 by 600 bp —
2000 bp 500 bp — 35
15[']"-'1-" mb{) 25
1000 by %00 be
200 bp —_ 15
100 bp
500 bp 10
Sekil 3.1. Vivantis,VC1 kbp DNA ladder 100 bp DNA ladder Sekil 3.2. Prestained protein

ladder

3.1.3. Kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

3.1.3.1. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon ve cozeltiler

TAE Buffer (10x): Agaroz jel elektroforezinde, jel hazirlamak ve elekroforezi

yiirtitmek i¢in kullanildi. 1:10 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanildi.
Etidyum Bromid: Son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde 500 ul’lik

hacimlerde dH,O’da ¢oziilerek stok soliisyon olarak hazirlanip ve 4 °C’de saklandi.

Agaroz jel elektroforezi i¢in son hacimde 0,5 pg/ml olacak sekilde kullanildi.
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3.1.3.2. PCR ve ligasyon isleminde kullanilan tampon Ve ¢ozeltiler

PCR Tamponu 100 mM Tris-HCI, pH 8.3
500 mM KCI
0.01% gelatin
dNTP Mix 12.5 mM dATP
125 mM dCTP
12.5 mM dGTP
125 mM dTTP
Suda, pH 8.0

10X Ligasyon Buffer 60 mM Tris-HCI, pH 7.5
60 mM MgCI2
50 mM NaCl
1 mg/ml bovine serum albumin
70 mM B-mercaptoethanol
1 mM ATP
20 mM dithiothreitol

10 mM spermidine

3.1.3.3. Protein ekstraksiyonunda kullanilan tamponlar

Nativ Lizis Tamponu: Rekombinant E.coli BL21 (D3) hiicrelerinin
ekstraksiyon isleminde kullanildi.

Native lizis tamponu pH: 7,8

KH,PO, 1M 0.3ml
K,HPO, 1M 4.7 ml
NaCl 400mM 23g

KCI 100mM 0.75g
Glycerol 10% 10 ml

Triton X-100 0.5% 0.5ml
Imidazol 10mM 0,068 g

Deiyonize su 100 ml’ye tamamlandi.
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Denatiire Lizis Tamponu: Hiicre icerisinde inkliizyon tanecikleri halinde
tiretilen rekombinant omp28 precursor proteinin, ¢oziiniir hale getirilmesini

saglayarak yiiksek verimlilikte saflastirilmasini saglar.

Denatiire lizis tamponu pH: 8,0

Ure 8M 48 g

NaH,PO,4 100mM 1,42

Tris-HCI 10mM 0,16¢

Triton X-100 %1 iml

imidazol 10mM 0,068 g

Deiyonize su 100 ml’ye tamamlanda.

3.1.3.4. Ni-NTA affinite kolonu i¢in kullanilan tamponlar

Affinite kolonu ile saflastirma isleminde kolonun hazirlanmasi, 6rneklerin
yiklenmesi ve kolona baglanan proteinlerin kolondan kopmasini saglayan
tamponlardir. Tiim tamponlar hazirlandiktan sonra, ¢dziinmeyen maddelerin kolona

zarar vermesini engellemek i¢in 0.45 pl filtrelerden gegirildi.

PBS (pH; 7,4)

Madde Konsantrasyon Miktar

Na,HPO, 20 mM 1,429 ¢

NaCl 300 mM 8,766 g

deiyonize su 500 mI’ye tamamlandi.

Binding Buffer; kolona 6rnek yiiklemeden 6nce kolon matriksinin, pH ve iyon
durumunu dengeye getirir, kolon matriksinin maksimum oranda His-tag iceren
proteinleri baglamasini saglarken, spesifik olmayan protein baglanmasini da engeller.

Ayrica protein 6rneklerinin kolona yiiklenmesinde tasiyici rol oynar.
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Binding /Equbilation buffer (pH: 7,4)

imidazol 10 mM 0.068 g

Ure 8M 48 ¢

TritonX-100 %1 1ml

PBS PBS ile 100 mI’ye tamamlandi.

Washing Buffer; igerisindeki imidazol konsantrasyonu sayesinde kolona
diisiik iyonik giicte baglanmis rekombinant protein haricindeki proteinlerin kolondan
ayrilmasimi saglayarak, rekombinant proteinin yiiksek saflikta elde edilmesini

saglayan en 6nemli etmenlerden biridir.

Washing buffer (pH: 7,4)

imidazol 20mM  0.136¢

Ure 8M 48 ¢

TritonX-100 %1 1ml

PBS PBS ile 100 mI’ye tamamlandi.

Eliisyon Buffer; kolon matriksine kuvvetli bir sekilde baglanan His-tag’li
rekombinant proteinin kolondan ayrilmasini saglar. Bu islem eliisyon bufferin
icerdigi yliksek konsantrasyondaki imidazol ile olmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlu
imidazol, kolona bagli his guruplar ile yer degistirerek kolona baglanir, bu sayede

his iceren proteinler kolondan ayrilir.

Elution buffer (pH: 7,4)

imidazol 300mM 2,049

Ure 8M 48 g

TritonX-100 %1 1ml

PBS PBS ile 100 mI’ye tamamlandi.
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3.1.3.5. Protein miktar tayininde kullanilan tampon Ve ¢ozeltiler

Protein miktar tayininde Bradford metodu kullanildi. Bu metod i¢in kullanilan

coOzeltiler asagida verilen tabloya gore hazirlandi.

Bradford ayiraci

Coomassie Brillant Blue G-250 0,19

% 95 ‘lik etanol 50 ml
% 95°lik Fosforik asit 100 ml
deiyonize su 1L ye tamamlandi

0,1 g Coomassie Brillant Blue G-250 50 ml % 95 ‘lik etanolde ¢6ziildii. Bu
¢ozelti izerine %95 ‘lik 100 ml Fosforik asit ilave edildikten sonra deiyonize su ile 1
L’ye tamamlandi. 0,45 pm lik filtre ile filtre edildikten sonra 151k almayan bir siseye
konarak + 4 °C’de sakland.

Standart: 1 mg/ml BSA (bovine serum albiimin) igeren stok standart ¢ozeltisi

kullanilarak farkli miktarda stok igeren standartlar hazirland.

3.1.3.6. Sumoproteaz i¢in kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Sumoproteaz rekombinant olarak {retilip saflagtirllan His-Sumo-omp28
precursor proteinin, saflastirildiktan sonra His-Sumo kismini proteinden ayiran
enzimdir. Sumoproteaz enziminin optimum reaksiyon vermesi i¢in, tampon igindeki
NaCl ve imidazol konsantrasyonun optimize edilmesi gerekir. Bu islem i¢in protein
¢Ozeltisinin ortamina gore tuz konsantrasyonu yiiksek ya da diisiik buffer kullanilir.

Protein ¢6zeltimiz i¢in tuz konsantrasyonu diisiik buffer1 kullandik.
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SUMO Proteaz (1 U/ul) koruyucu buffer 25 mM Tris-HCI, pH 8.0
1% lgepal (NP-40)
250 mM NaCl
500 uM DTT
50% (v/v) glycerol

10X SUMO Proteaz reaksiyon buffer 500 mM Tris-HCI, pH 8.0
2% lgepal (NP-40)
10mM DTT

3.1.3.7. SDS PAGE elektroforezinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

SDS PAGE elektroforezinde asagida verilen tampon ve c¢ozeltiler

kullanilmuastir.

1-%30 Akrilamid / %0,08 Bis akrilamid; SDS-page jelininin ana bileseni
olup, polimerleserek jeli meydana getirir. Bu maddeler kullanim konsantrasyonuna

bagli olarak fakli biiyiikliikteki proteinlerinlerin birbirinden ayrilmasini saglar.

Akrilamid 309
Bis akrilamid 08¢
Deiyonize saf su 100 mI’ye tamamland.

0.45 um filtre ile siiziiliip, + 4°C’de karanlikta saklandi.

2-1,5 M Tris-HCI / SDS, pH=8,8; Ayirma jelinin hazirlanmasinda kullanilan
tampondur. Kullanmadan 6nce igerisinde bulunan SDS’den dolay1 kontrol edilmesi

gerekir.
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Tris baz 18,2 ¢
SDS 0,4 gr
Deiyonize saf su 100 ml’ye tamamlandi.

0.45 pm filtre ile siiziiliip + 4°C’de sakland.

3- 0,5M Tris-HCI/ SDS, pH=6,8; Y1gma jelinin hazirlanmasinda kullanilir.

Tris baz 6,059
SDS 0,4 gr
Deiyonize saf su 100 mI’ye tamamlandi.

0.45 pum filtre ile stiziiliip +4°C’de saklandi.

4- %10 APS: TEMED’le beraber serbest radikal molekiilleri olusturarak

polimerlesmenin meydana gelmesini saglar.

Amonyum persiilfat 0,1g
Deiyonize su 1 ml ¢oziiliir

(Calisma Oncesinde taze olarak hazirlandi.

5- Yiiriitme Tamponu, pH=8,3 (5X): Ornekleri jele yiiklendikten sonra, tank
igerisinde uygun iyonik bir ortam olusturup, protein molekiillerinin elektrik akimiyla

hareket etmesini saglar.

Tris base 1519

Glycine 7209

SDS 500

Deiyonize su ile 1L ye tamamlandi.

pH ayarlanmaz. Caligma yapilacagi zaman su ile 1X olarak diliie edilir.
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6- 2X SDS PAGE Ornek Yiikleme Tamponu; Icerisindeki p-mercaptoetanol
protein molekiiliindeki disiilfit baglarinin kopmasini, SDS ise protein molekiiniin
negatif yiikle kaplanmasini saglayarak denatiire olmasini saglar. Gliserol ve Bromo

fenol ise 6rneklerin jele kolayca yliklenmesini ve jelde hareketinin goriintiilenmesini

saglar.
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 2.5 ml
Glycerol (100%) 2.0 ml
[-mercaptoethanol 0.4 ml
Bromophenol Blue 0.02g
SDS 04¢g
Deiyonize su ile 10 mI’ye tamamland.

Kiiciik tiiplere konulup, kullanincaya kadar -20 °C’de sakland.

7- 1X SDS PAGE Ornek Yiikleme Tamponu; 2X SDS-PAGE tamponu

deiyonize su ile 1:1 oraninda diliie edilerek hazirlandi.

8- Boyama Cozeltisi; elektrik akimiyla jelde farkli seviyede yiiriiyen protein
molekiillerinin goriintiilenmesini saglar. Bu iglem ¢o6zelti igerisindeki Comassie

Brilliant Blue G-250 boyasinin protein molekiilleriyle baglanmasi sonucu olusur.

Coomassie Brilliant Blue G-250 0,1g

Metanol 50 ml
Asetik asit 10 ml
Deiyonize su 100 ml’ye tamamlandi.

+ 4°C’de karanlikta saklandi.

9- Jel Yikama Céozeltisi; Jel yikama ¢ozeltisi jel boyanmasi sirasinda, protein
molekiilii haricindeki jelde bulunan boyanin uzaklastirilmasini ve protein bandlarinin

jelde ayirt edilmesini saglar
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Metanol 50 ml

Asetik asit 10 ml

Deiyonize su 100 ml’ye tamamland.
+ 4°C’de sakland.

3.1.3.8. Western blotlamada kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

1-Transfer Tamponu (10x) pH: 8.3: SDS page jelinde bulunan protein
molekiillerinin jelden, PVDF membrana aktarilmasini saglar. Semidry sistem
kullanildig: i¢in az miktarda kullanilir. Bu tampon iyonik ortam olusturarak elektrik

akimi saglar, bu sayede proteinler jelden membrana transfer edilir.

250 mM Tris-HCI 30,275 ¢
1,92 M Gilisin 144.13¢
Deiyonize su 1L ye tamamlandi.

pH ayarlanmaz, yakinlig1 ol¢iiliir

2- Transfer Tamponu (1x) pH: 8.3: Stok halinde hazirlanan transfer tamponu
(10x) tamponunun diliie edilmesi ve metanol eklenmesi ile elde edilir. Icerisindeki

metanolden dolay1 taze olarak hazirlanir.

Transfer Tamponu (10x) 10 ml
Metanol 20 ml
H.0O 100 ml’ye tamamlandi.

3- Blocking Tamponu: Kit igerisindeki blocking buffer asagida belirtilen
sekilde hazirlanarak kullanildi. Transformasyon isleminden sonra; membrandaki
protein molekiillerinin arasini doldurarak, primer antikorun bu bdlgelere baglanip

spesifik olmayan sonuglarin ortaya ¢ikmasini engeller.
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Deiyonize su 5ml
Blocker diliient part A 2ml
Blocker diliient part B 3ml
Toplam 10 ml

4- Primer Antikor Diliisyon Tamponu: Membranda bulunan His-Sumo-
Omp28 precursor proteinin His kismiyla baglanabilen primer Anti-His antikorunu
igerir. Antikor yalmizca His rezidiisi bulunan proteine baglanarak, protein

tanimlanmasinda 6nculiik eder.

Deiyonize su 7ml
Blocker diliient part A 2ml
Blocker diliient part B 1ml
Anti - His antikoru 2 ul
Toplam 10 ml

5- Antikor Yikama Tamponu: Antikor yikama tamponu His-Sumo-Omp28
precursor proteinine baglanmayan Anti — His antikorlarini uzaklastirir. Bu sayede

istenmeyen reaksiyonlarin olusumu engellenir.

Deiyonize su 150 ml
Antikor yikama soliisyonu (16 x) 10 ml
Toplam 160 ml

6- Sekonder Antikor: Kit igerisinde bulunan kullanima hazir sekonder antikor
cozeltisi kullanildi. Bu ¢ozelti alkalin fosfataz konjuge edilmis Anti—-mouse IgG keci
antikoru icerir. Sekonder antikor primer antikora baglandiktan sonra alkalin fosfataz

substrat1 ortama konarak renk olusumu saglanir.
7-Kromojenik Substrat: Kit igerisinde hazir bulunan BCIP/NBT ¢6zeltisini

igerir. Alkaline fosfataz tarafindan pargalanarak membranda morumsu bir renge

doniisiir. Bu sayede membrandaki protein varligi ve miktari tespit edilmis olur.
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3.1.3.9. Dot Blotlama’da kullanilan tamponlar

Dot Blot Diliisyon Buffer (pH; 8.0): Dot blot isleminin ilk asamasinda
protein molekiillerini diliie edip istenen konsantrasyona getirdikten sonra, membrana

aktarilmasini saglar.

10 mM Tris-HCI 0.157 g
25 MM EDTA  0.930g

H20 100 ml” ye tamamlanur.

3.1.3.10. ELISA’ da kullamilan tampon Ve ¢ozeltiler

Bu calismada indirek ELISA teknigi kullanildigindan dolayr saflastirilan
omp28 precursor proteinin ELISA plakalarina baglanmasi gerekmektedir. Bu islem

icin agagida verilen tamponlar kullanilmistir.

1- Antijen Kaplama Tamponu (Bikarbonat/Karbonat Buffer Ph; 9,6):
Antijjen kaplama tamponu; protein Orneginin istenilen oranda diliisyonunu
saglamanin yam sira yiikksek pH ortamiyla polisterilen mikroplaka ile protein
molekiilleri arasinda bag saglayarak protein molekiillerinin mikropleytlere

baglanmasini saglar.

Na,CO; 3,03 g
NaHCO; 6¢g

Distile su  1L’ye tamamlandi.

2- PBS (pH; 7.4): Yikama tamponunun hazirlanmasinda kullanildi.
Na,HPO, 2,329

KCI 0,2
K3PO,4 0,2
NaCl 8¢

Distile su 1L’ye tamamlandi.
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3- PBST (Yikama Tamponu) (pH; 7.4): ELISA‘da baglanmayan antijen ve

antikorlarin ortamdan uzaklasmasini saglayarak nonspesifik baglanmalari engeller.

Na;HPO, 2,329

KCI 0,2

K3PO4 0,2

NaCl 849

%0,05 Tween-20 500 pl

Distile su 1L ye tamamlandi.

4)- Blocking Soliisyonu: Mikropleytlere protein baglandiktan sonra, protein
baglanmayan bolgeleri bloke etmek amaciyla kullanilir. Bu sayede primer antikorun

nonspesifik baglanmalari engellenmis olur.

%2BSA 19
PBST  50ml

5- Antikor Diliisyon Tamponu

%1BSA 05¢g
PBST 50 ml

6- Primer Antikor: Primer antikor kaynag: olarak Brucella ile enfekte olmus
insan serumu kullanildi. Bu amagla Sanlrfa’daki ¢esitli hastanelerin mikrobiyoloji
laboratuarlarina basvurmus, Rose Bengal Testi pozitif, Tip Agliitinasyon Test
sonucu 1/320 olan 30 brucella enfeksiyonlu hastanin serumlar1 toplandi. Ayrica
negatif kontrol olarak kullanilmak iizere su ana kadar brucella enfeksiyonu
gecirmemis 30 kisinin serumu kullanildi. Alinan serumlar 1:100 oraninda antikor

dilisyon tamponunda diliie edilerek kullanildi.

7- Sekonder Antikor: Bu calismada sekonder antikor olarak; ke¢ide tiretilmis

horseradish peroksidaz konjuge edilmis Anti-Human IgG (y-chain specific) antikoru
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kullanildi. Bu antikor His-Sumo-omp28 precursor proteinine baglanan insan
antikorlarina baglanir. Sekonder antikora konjuge edilmis olan horseradish
peroksidaz enzim substrati ortama kondugunda renk olusturarak tepkime verir.
Meydana gelen rengin yogunlugu His-Sumo-omp28 precursor proteinin antijenik

0zelliginin miktarini gosterir.

8- Substrat: ELISA testinde konjuge edilmis horseradish peroksidaz enzimin
substrati olarak TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) kullanildi. TMB soliisyonu
kullanilmadan 6nce asagidaki tabloda oldugu gibi iki farkli ¢ozelti olarak hazirlandi.
Her iki tampon (6zellikle; tampon A’nin igerigindeki H,O,’dan dolayi) taze olarak
hazirlanmas1 gerekir. Mikropleytlere konulacagi zaman TMB-A ve TMB-B
tamponlart 1:1 oraninda karistirilarak substrat soliisyonu hazirlandi. Reaksiyon
sonunda agik mavi bir renk olusur, sonrasinda ortama stop soliisyonu (2M H,SOy)

eklendiginde acik berrak sar1 bir renk olugmaktadir.

TMB TAMPON- A
NaAc 1,36

Sitric asit 0,16 g
% 30 H,O, 30 ul

Deiyonize su 50 ml’ye tamamlandi.

TMB TAMPON- B
TMB (6nce 300ul DMSO ile ¢oziindii) 0,015¢

EDTA-Na, 0.02g
Sitrik asit 0,095¢
Gliserol 5 ml

Deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandi.
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3.1.4. Kullanilan bakteri kiiltirleri

3.1.4.1. Brucella melitensis Rev1l

Brucella melitensis Rev1 atteniie olarak 0.5-4x 10° cfu/doz “da kegi, koyun gibi
hayvanlarda as1 olarak kullanilan Brucella melitensis susudur. Brucella melitensis
Revl bakterisi, liyofilize standart doz asisi, Dollvet firmasindan (Sanliurfa) temin
edildi.

3.1.4.2. E. coli One Shot® Mach1™ T1R hiicreleri

Genotipi; F- ®80lacZAM15 AlacX74 hsdR(rK- mK+) ArecA1398 endAl tonA
seklinde olan, Mach1™-T1R E. coli susu yabanil W strain (ATCC #9637,S. A.
Waksman) nin modifiye edilmesi ile saglanmistir. Bu hiicreler klonlama amaciyla
kullanilmaktadir. Protein ekspresyonu igin kullanilmaz. E.coli’nin bu susu T7 RNA
polimeraz igermez, fakat rekombinant plazmidin ¢ogalmasi ve stabil bir yapida
kalmasimi saglar. Ekspresyon vektoriine aktarim yapilincaya kadar rekombinant
plasmid bu hiicrede ¢ogaltilabilir ve muhafaza edilebilir. Bu E.coli susu rekombinant
plazmidin kontroli igin gereklidir. Mach1™-T1R E. coli hiicrelerinde asagida

verilen mutasyonlar saglanarak ¢esitli 6zelliklerin ortaya ¢ikmasi saglanmistir.

» lacZAM1S5 gen bolgesi rekombinant plazmidin mavi /beyaz goriintiilenmesini
saglayarak ayrimini saglar.

» hsdR mutation; metillenmemis PCR iiriinlerinin etkili bir sekilde
transformasyonunu saglar.

> ArecA1398 mutation; rekombinant klonda homolog rekombinasyonun

olusumunu azaltir.

\4

endAl mutation; plazmidin tiriin miktarini ve kalitesinin artigini saglar.

> tonA mutation; T1 ve T5 fajlarina karsi direng kazandirir.

64



3. MATERYAL ve YONTEM ismail KOYUNCU

3.1.4.3. E.coli One Shot® BL21(DE3) hiicreleri

Genotipi F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3) seklinde olan E.coli BL21
(DE3) protein ifade konakgisi olarak kullanilmistir. Bu hiicreler yalnizca protein
ekspresyonu i¢in kullanilir. Klonlama i¢in kullanilmaz. Bu rekombinant irkta, protein
ifadesi vektordeki T7 promotorunun kontrolii altindaki, T7 RNA polimerazi
tarafindan yapilir. Bakteri genomu ise; IPTG ile kontrol edilebilen yani uyarilabilen
transkripsiyonu gergeklestirilebilen T7 RNA polimeraz genini rekombinant olarak
bulundurmaktadir. Burada kontrol edilebilen promotorun kullanilmasi rekombinant
proteinin istenildigi anda {retilmesini saglar. Vektoriin iizerindeki bolgenin
baskilanmasi ise lac repressor proteini tarafindan yapilir. Vektorde ve E.coli
genomunda bulunan her iki T7 promotorunun kontrolii lac repressor proteinine
baglanarak onu inhibe eden yapay laktoz analogu olan IPTG (izopropil-p-D
tiogalaktopirinosidaz) ile yapilabilir. E.coli laktoz bulunmayan ortamda
biiyiitiildiiglinden lac repressor proteini laktoz ile inhibe edilemediginden siirekli
olarak her iki promotora baglanarak hedef protein ile T7 RNA polimeraz genlerinin
transkripsiyonunu engeller. Ortama IPTG eklendiginde, lac repressor proteini
IPTG’ye baglanarak transkripsiyonel baskilamay1 kaldirir ve T7 RNA polimeraz
proteini Uretilebildiginden hedef rekombinant proteininin liretimi gergeklestirilmis

olur (Studier, 1986).

DE3 lambda; DE3 lysogen genini icermesi anlamina gelmektedir. Bu gen
lacUV5 promotdr kontroliindeki T7 RNA polimerazin baglanmasi icin gereken gen
bolgesini igerir. T7 RNA polimerazin aktiflesmesi i¢in IPTG gerekmektedir. Bu E.
coli B/r susu lon proteaz icermez. Ayrica dis membran proteazinda (OmpT) bir
mutasyona sahiptir. Bu iki anahtar proteazin eksikligi, bu sus igerisinde tiretilen

heterolog proteinlerin yikimini azaltir.

BL21(DE3) E.coli igerisindeki heterolog genleri tarafindan kontrol edilen
bakteriyofaj T7‘yi kullanir. pETSUMO vektoriinde istenilen gen bdlgesinin
ekspresyonu T7 promatiirii tarafindan kontrol edilmektedir. T7 promatiirii ise lac

operator bolgesinin modifiye edilmesiyle saglanmigtir. Bakteriyofaj T7 ve T7
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promatdr bolgelerinin ekspresyonu gen 10 (@10) tarafindan kontrol edilmektedir.
T7 RNA polimeraz promotorii 6zellikle bu bdlgeyi tanir. Istenilen gen boélgesinin
ekpresyonu igin gerekli olan T7 RNA polimerazin saglanmasi igin hiicrelerin
polimeraz ekspresyonunun indiiklenmesi ya da faj polimeraz ekspresyonu ile enfekte
olmasi gerekmektedir. pETSUMO sisteminde T7 polimeraz ihtiyact BL21(DE3) E.
coli susunda diizenlenmis bir sekilde saglanmaktadir. Yeterli miktarda
T7 RNA polimeraz imal edildiginde, T7 promator boélgesine baglanarak istenilen

genin transkripsiyonunu saglar.

BL21(DE3) E. coli susu T7 gen bolgesinin diizenlenmesi igin Ozellikle
kullanilmistir. Bu sus DE3 bakteriyofaj lambda lisogen tasir. Bu ADE3 lisogen; Lac
repsesoriinii igeren lacl geni, lacUV5 promotor kontroliinde bulunan T7 RNA

polimeraz gen bolgesi ve lacZ genin kiigiik bir bolgesini igerir.

lacl geni; lac yapisi int geninin igerisine konulur. Bu tiir lac yapilari int genini
inaktive eder. Intgeninin  bozulmasi yardimer faj yoklugunda faj eksizyonu
(lizisini) onler. Lacl tarafindan sentezlenen, lac repressor T7 RNA polimerazin
ekspresyonunu baskilar. Karsiliksiz indiikleyici eklenmesi 6rnegin izopropil B-D-
thiogalaktosid (IPTG) eklenmesi lacUVS5 promotor tarafindan T7 RNA polimerazin

eksprese edilmesini saglar.

T7 lac Promoter: Yapilan c¢aligmalar  ADE3 lysogenindeki lacUV5
promotoriiniin indiikleyici madde yoklugunda dahi, T7 RNA polimerazi daima bazal
olarak sentezledigi gosterilmistir (Studier, 1986). Genel olarak, bu bir sorun degildir,
fakat ilgilendigimiz gen {riinii E.coli i¢in toksik ise, bu genin bazal ekspresyonu
plazmidin kararsizligina ve hiicre 6liimiine neden olabilir. Bu problemi gidermek igin
PETSUMO vektoriine ilgili genin ekspresyon kontrolii i¢in, T7 lac promotor bolgesi
yerlestirmistir. T7 lac promatdrii T7 promatorii igerisine yerlestirilmis lac operator
sekansindan olusmaktadir. Lac operator, lac I geni tarafindan sentezlenen lac
represoriiniin baglanabilece8i bolgeyi igerir. Bu sekilde BL21 (DE3) hiicrelerine
aktarilmis olan genin bazal transkripsiyonunu baglatan T7 RNA polimerazin

baskilanmasi saglanir.
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3.1.4.4. Protein klonlama ve ekspresyon vektorii

PETSUMO plazmidi rekombinant olarak iiretilmek istenen proteinin N
terminal bolgesine, 13 kDa biiyiikligiindeki His-SUMO proteinini rekombinant
olarak baglanarak (fiizyonu) iiretilmesini saglayan bir protein ifade vektoriidiir.
Vektor iizerinde protein ifadesi tac promotorii altinda siki (sizintisiz transkripsiyon)
bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu promotor bolge laktoz analogu olan izopropil-p-
D-tiogalaktosidaz (IPTG) ile indiiklenerek protein ifadesi baslatilir. Uretilen protein
His-SUMO proteinine bagli olarak iiretilir ve saflastirilmasi adiminda sadece His
(histidine) proteinine baglanabilen Ni-NTA agaroz partikiilleri kullanilir. Bu sayede
flizyon proteininin His-SUMO kismi bu partikiiller tarafindan tutularak ifadesi
yapilmis olan proteinin saflagtirilmasi saglanir. Eger istenirse flizyon proteini sumo
proteaz enzimi ile kesilerek His-SUMO proteininin iiretilen proteinden ayrilmasi da

saglanabilir.

PETSUMO plazmidi PCR ile iiretilen genlerin klonlanmasi amaglanarak
iretilmistir. Plazmidin klonlama bolgesinin 3’uc¢larina bir adet ekstra timin bazi
yerlestirilmis ve plazmid tizerinde bulunan 5" uc¢larin fosfat gruplar1 ¢ikarilmistir. Bu
sayede plazmidin ligasyon esnasinda halkasal yap1 olusturmasi engellenerek
klonlama etkinligi artirilmistir. Bu tiir plazmidlere yapilacak olan klonlamanin
gerceklesebilmesi i¢in klonlanacak parganin 3’ kisminda sarkan adenin bazi (karsi
iplikte tamamlayicis1 olmayan) olmalidir. Boylelikle klonlanacak pargada bulunan
sarkan A bazi ile plazmidde bulunan sarkan T bazi ligasyon ile hibridize olur. Fosfat
eksikliginden dolay1 birlesmeyen diger uclar ise transformasyondan sonra konagin
DNA onarim mekanizmalar tarafindan onarilir, bdylelikle tam bir halkasal DNA
molekiilii olusmus olur Klonlama bdolgesi vektor lizerinde B-galatosidaz enzimini
tireten lac-Z geni igerisine yerlestirilmistir. Bu sayede pozitif klonlarin taranmasi

kolonilerdeki renk farkliligina gore yapilabilmektedir.
PETSUMO vektorii hem klonlama hem de ekspresyon vektor oOzelligine

sahiptir. Istenilen gen bdolgesi vektore yerlestirildikten sonra, restriksiyon

endoniikleazlar1 kullanip insert edilen geni tekrardan ¢ikarip bagka bir vektore
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klonlamaya gerek kalmaz. Ayrica SUMO vektor sistemi, yiiksek aktivite ve
spesifitede protein ekpresyonu saglayan, E.coli’nin T7 promotoér bdolgesinin

heterolugu olan bakteriyofaj T7 RNA polimeraz sistemine sahiptir.

SUMO proteini Saccharomyces cerevisiae’dan elde edilen Smt3 tiirti bir
proteindir. Smt3 proteini 11 kDa agirliginda olup memelilerdeki SUMO-1 proteinin
homologudur. Bu vektérdeki smt3 proteini sumo olarak adlandirilir. SUMO proteini
apoptosis, nuclear transport ve hiicre dongiisii gibi ¢esitli olaylarin diizenlenmesinde
rol oynayan ubikuitin benzeri bir proteindir. SUMO ubikuitin gibi lizin yan zinciri ile
hedef proteine kovalent bag ile baglanir. Bununla birlikte, ubikuitin modifikasyonu
aksine, SUMO modifikasyonu protein yikimindan ziyade proteinin fonksiyon ve

aktiviteleri lizerinde degisiklige yol agar.

Bu vektor tizerinde yapilan ¢alismalar rekombinat proteinin liretim miktarinda
ve ¢Oziinlirligiinde 6nemli diizeyde artis oldugu tespit edilmistir. SUMO proteinin
tersiyer yapisi bir sistein proteaz tarafindan taninmaktadir. Sumoproteaz 6zellikle
hedef proteini SUMO’dan ayirir (Li ve Hochstrasser, 1999; Mossessova ve Lima,
2000). PETSUMO sistemiyle iiretilen proteinler, sumoproteaz yardimiyla sumo
proteininden ayrilir. SUMO proteini ve hedef protein arasinda ekstra amino asitler
eklenmediginden sumo proteinden hemen sonra hedef proteinin baslangi¢ a.asiti yer

alir.

Kanamisin diren¢ gen bolgesi klonlanan E.coli‘lerin se¢imini saglar. lacl geni;
lac  repressoriinii  sentezleyerek PETSUMO  vektor sisteminde Pet T7
lac promotoriinden ve E.coli’nin ana kromozumu tizerindeki lacUV5 promotoriiniin
bazal transkripsiyonunu azaltir. pBR322 origin bolgesi replikasyonun azalmasi ve

E.coli’de bakimini saglar.
T/A klonlama; pETSUMO vektorii PCR driinlerinin direkt olarak hizli bir

sekilde tek basamakta vektore aktarilmasini saglar. Taq polimeraz template DNA’ya

gereksinim olmaksizin PCR iiriiniin sonuna tek A bazi ekler. PETSUMO vektoriinii
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ucuna tekli T bazi eklenerek lineer hale getirilmistir. Bu yap1 ucunda A bulunan PCR

tirtinlerin vektdr igerisine eklenmesini saglar.

7 Jlsco [ wes ato s, [suno L e )

Sekil 3.3. pPETSUMO vektor haritasi
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Cizelge 3.1. pETSUMO vektoriinde bulunan yapi ve 6zellikleri

OZELLIK

FAYDASI

T7 promotor

E.coli suslarinda IPTG ile indiikklenerek T7 RNA polimerazin
iiretilmesini saglar. Bu yapida rekombinant proteinin yiiksek oranda

sentezlenmesini saglamaktadir.

lac operator (lacO)

lac repressor baglanma bdlgesidir. Bu yapi rekombinant proteinin

bazal ekpresyonunu azaltir.

Ribosome binding site

T/A klonlamada optimal araliga sahiptir. PCR firlinlerinin yeterli

oranda translasyonunu saglar.

N-terminal 6xHis tag

Rekombinant proteinin Ni-NTA kolonlarinda saflagtirilmasini saglar.
Anti-HisG antikorlar1 kullanilarak rekombinant proteinlerin tespit

edilmesini saglar.

SUMO ORF

Rekombinant proteinin ekspresyonu ve ¢oziiniirliigiiniin artmasini

ayrica, sumoproteaz tarafindan kesilmesini saglayarak dogal

proteinin elde edilmesini saglar.

SUMO Forward priming
site

Vektore eklenen genin sekans analizini saglar.

TA Cloning® site (5’ T-

overhangs)

PCR iiriinlerin direk olarak ligasyonunu saglar.

T7 Reverse priming site

Eklenen genin sekans analizini saglar.

T7 transcription

termination region

Bakteriyofaj T7 sekansidir. Transkripsiyonun verimli bir sekilde

sonlanmasini saglar.

Kanamycin resistance

gene

Transformant E. coli hiicrelerinin segici besiyeri ortaminda ayirt

edilmesini saglar.

pBR322 origin of

replication (ori)

Vektoriin E.coli igerisinde kopyalanmasini ve stabil bir halde

kalmasini saglar.

ROP ORF pBR322 origin ile etkilesime girerek diisiik sayida kopya olusumunu
saglar.
lacl ORF lac repressor kodlayan bdlgedir. T7 lac promotér bolgesine

baglanarak rekombinant proteinin bazal ekspresyonunu azaltir.
Ayrica E.coli hiicresini genomundaki lacUVS5 bolgesine baglanarak

T7 RNA polimeraz iiretimini engeller.
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3.1.5. Kullanilan Besiyerleri

3.1.5.1. S.0O.C besiyeri

S.0.C besiyeri antibiyotik igermeyen bir besiyeri olup, transformasyon
isleminden sonra strese girmis olan bakteri hiicresinin kendini toparlamasi igin

kullanilir. Besiyerinin bilesenleri agagida verilmistir.

S.0.C. Medium 2% Tryptone
0.5% Yeast Extract
10 mM NaCl
2.5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSQOq,
20 mM glikoz

3.1.5.2. LB (Luria-Bertani) sivi besiyeri

E.coli One Shot® Machl ve BL21 (D3) bakterilerin plazmid izolasyonu ve
protein ekspresyonu c¢alismalarinda ¢ogalmasi icin hazirlanan besiyeridir. Bu
besiyerine son konsantrasyonu 50 pg/ml kanamisin olacak sekilde kanamisin
eklenerek, yalnizca plazmidi igeren bakterilerin ¢ogalmasi saglanmaktadir. Ayrica
besi ortamima sonradan eklenen %1’lik glikoz, bakterinin bazal ekspresyon
mekanizmasin1  inhibe ederek, yalnizca ortama IPTG eklendiginde protein

ekspresyonu saglayarak protein ekspresyon verimini artirir.

LB (Luria-Bertani) Besiyeri

Tryptone %1.0 109
Yeast Extract %05 5g
NaCl %10 10g¢g
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1. Yukarida verilen maddeler 500 ml deiyonize suda ¢oziindiikten sonra NaOH
ile pH; 7,0’ye ayarlandi. Deiyonize su ile 900 ml’ye tamamlandi.

2. 121°C, 1 atm basincta 20 dk otoklav edildi.

3. Otoklavlanarak steril edildikten sonra oda 1sisinda sogutuldu, sicaklik 55
0C’ye indiginde kanamisin eklenip karistirildi.

4. Toplam hacimde % 1 glikoz olacak sekilde 10 g glikoz 100 ml deiyonize
steril suda ¢ozilindiikten sonra 0,22 pum filtre ile steril edilip, besiyeri glikoz

¢ozeltisi ile 1L ‘ye tamamlanarak, +4 OC “de saklandi.

3.1.5.3. LB (luria-bertani) kat1 besiyeri

LB kat1 besiyeri transformasyon isleminden sonra pozitif bakteri kolonilerinin
ayirt edilmesi i¢in kullanilir. Icerigi sivi besiyeri ile aym olup temel fark ortamda

bulunan agardir.

LB Agar (Luria-Bertani) Besiyeri

Tryptone %1.0 109
Yeast Extract %05 5¢g

NaCl %10 10g
LB agar %1.5 159

1. Yukarida verilen maddeler 500 ml deiyonize suda ¢6ziindiikten sonra NaOH
ile pH; 7,0’ye ayarlandi. Deiyonize su ile 900 ml’ye tamamlandi.

2. 121°C’de, 1 atm basingta 20 dk otoklav edildi.

3. Otoklavlanarak steril edildikten sonra oda 1sisinda sogutuldu, sicaklik 55 °C
indiginde kanamisin eklenip karistirildi.

4. Toplam hacimde % 1 glikoz olacak sekilde 10 g glikoz 100 ml deiyonize
steril suda ¢oziindiikten sonra 0,22 um filtre ile steril edildikten sonra besiyeri
tizerine konulup 1L’ye tamamlandi.

5. Laminar kabinde 20 ml besiyeri, petri kaplarina konarak kapaklar1 yar1 acik
halde birakilip katilagmasi saglandi.

6. Besiyeri katilagtiktan sonra, LB agar petrileri ters cevrilerek +4 °C’de

saklandi.
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3.1.6. ELISA testinde kullanilan kan serumlari

Bu amagla Sanlurfa’daki c¢esitli hastanelerin mikrobiyoloji laboratualarina
basvurmus, Rose Bengal Testi pozitif, Tiip Agliitinasyon Test sonucu 1/320 olan 30
brucella enfeksiyonlu hastanin kan serumlari toplandi. Ayrica negatif kontrol olarak
kullanilmak tizere su ana kadar brucella enfeksiyonu gegirmemis Rose Bengal Test

sonucu negatif, 30 kisinin kan serumu kullanilda.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan brucellozlu hasta ve saglikli insan bilgileri

Cinsiyet | Yas ort | Rose bengal | Tiip agliitinasyon titresi

test sonucu

Brucellozlu hasta | 13 Kadin | 26,56 (+) 1/320
17 Erkek

Negatif kontrol 18 Erkek | 25,3 “) -
12Kadm
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3.2.Yontem

3.2.1. Brucella Melitensis Revl DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu GF-1 Bakteriyal DNA izolasyon kiti (vivantis ) kullanilarak
yapildi. Bakteriyal DNA izolasyon Kiti gram negatif ve gram pozitif bakterilerden
yaklasik olarak 20 pg genomik DNA ‘y1 saflastirmak i¢in dizayn edilmistir. Kit; cam
filtre membranlarindan olusan kolonlara yiiksek tuz ortaminda DNA ‘nin baglanmasi
prensibine dayanir. Spin kolon teknolojisi kullanilarak ¢esitli yitkama tamponlari ile
DNA haricindeki hiicresel bilesenlerin ortamdan uzaklagmasini saglayarak, en son
asamada diisiik yogunluklu tuz ile DNA’nin eliisyonunu saglar. Kolondan eliie edilen
DNA miktar1 Ageonso 1,7 -1,9 civarinda olup, PCR reaksiyonunda kullanilabilir
safliktadir.

DNA izolasyon protokolii asagidaki islemlerden olusmaktadir.

1. Daha onceden g¢ogaltilip, liyofilize edilen Brucella melitensis Rev 1 kiiltiir
ortamindan 4 ml alinarak 10.000 x g’de oda 1sisinda 10 dakika santrifiij

edildi. Stipernatant kism atild.

2. Kalan pelet 100 ul Tampon R1 ile karigtirilip, siispanse hale getirilinceye
kadar pipetlendi. (Bakterilerin iyice parcalanabilmesi igin peletin tam olarak

karigmasi gerekir)

3. Hiicre siispansiyonunun tizerine 10 pl lizozim (50 mg/ml) eklendikten sonra

karistirilip, 37 °Cde 20 dakika inkiibe edildi.
4. 10,000 x g ‘de 3 dakika santrifiij edildikten sonra, siipernatant kismi atildi.

5. Kalan pelet iizerine, 180 pul buffer R2 ve 20 pl proteinaz K ilave edilip
karistirildiktan sonra, 65 °C’deki calkalamali inkiibatdrde 20 dakika inkiibe
edildi.(inkiibasyonun sonunda lizatin homojen seffaf bir hale gelmesi

gerekmektedir)
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10.

11.

12.

13.

3.2.

Ortamdaki RNA’y1 uzaklastirmak igin ortama 20 pl RNase (20mg/ml) ilave
edilip 37 °C ‘de 5 dakika inkiibe edildi. (Bu islem sirasinda kalan kalinti

RNA pargalar1 kolon yikamasi sirasinda ortamdan uzaklastirilir).

Tiipteki ¢6zelti miktarmin iki kat1 kadar (yaklasik 440 ul) buffer BG eklenip
tiip birkag kez alt {ist edilerek ortamin homojenize edilmesi saglandi.

Sonrasinda 65 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
200 pl saf etanol ilave edilip hizlica karistirildi.

Karisim kolona yiiklenip, 10,000 x g’ de 1 dakika santrifiij edildi. Tiipiin

dibine gecip, kalan sivi ortamdan uzaklastirildi.

Kolon tizerine 750 ul wash buffer ilave edilip, 10,000 x g‘de 1 dakika
santrifiij edildi. Tiipiin dibindeki siv1 atild1.

Kolona herhangi bir sey eklemeden, kolonda kalan fazla etanolii

uzaklastirmak i¢in 10,000 x g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon temiz bir tiipe alinarak, kolon tizerine 100 ul eliisyon buffer ilave
edilip, 10,000 x g ‘de 1 dakika santrifiij edildi. Tipiin dibinde kalan sivi

icerisinde saf genomik DNA bulunmaktadir.

Elde edilen DNA %]1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiklenip, incelendikten

sonra, kullanilincaya kadar — 20 OC “de saklandu.

2. Agaroz Jel Elektroforezi

%1’lik agaroz jel i¢in 1,8 gr agaroz, 180 ml TAE buffer igerisinde

coziildiikten sonra 1siticili manyetik karistiricida eritildi.

Sicaklik 55 °C’ye indikten sonra konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde
etidyum bromid eklendi.

Agaroz jel tankina dokiildiikten sonra oda 1sisinda donmasi saglandi. Elde

edilen jel TAE buffer iceren tanka yerlestirildikten sonra tarak cikarildi.
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4. 10 pl DNA o6rnegi 2 pl 6X loading buffer ilave edilip karistirildiktan sonra jele
yiiklendi.

5. Elektroforez 120 volt’da, 80 dakika yiizdiriildiikten sonra, UV, nm jel

gorilntiileme sisteminde goriintiilendi.

3.2.3. Klonlama islemleri

3.2.3.1. Omp28 precursor geninin genomik kopyasinin iiretilmesi icin gene

0zgii primerlerin tasarlanmasi

Brucella melitenis Revl omp28 precursor proteinine ait gen dizilimi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  ve http://www.uniprot.org/  sitelerinden, Brucella
melitensis strain Revl Omp28 precursor (omp28) gene, complete cds GenBank:
AY634231.1 olarak tespit edildikten sonra; ilgili gen bolgesi i¢in LightCycler Probe
Design Software 2 (Roche) programi kullanilarak primer dizayn’1 yapildi.

Gen bolgesinin ismi; Brucella melitensis strain Revl Omp28 precursor (omp28)

gene, complete cds

GenBank: AY634231.1

FASTA Graphics

Go to:

LOCUS  AY634231 753bp DNA linear BCT 28-JUN-2004

DEFINITION Brucella melitensis strain Revl Omp28 precursor (omp28) gene,complete cds.
ACCESSION AY634231

VERSION  AY634231.1 GI:49090354

KEYWORDS

SOURCE  Brucella melitensis

ORGANISM Brucella melitensis Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales;Brucellaceae; Brucella.

REFERENCE 1 (bases 1to 753)

AUTHORS Chaudhuri,P., Prasad,R. and Kumar,V.

TITLE Cloning and sequencing of Omp28 gene of Brucella melitensis Rev1 strain
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1to 753)

AUTHORS Chaudhuri,P., Prasad,R. and Kumar,V.
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TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (24-MAY-2004) Bacteriology, Indian Veterinary Research Institute, Bareilly,
Uttar Pradesh 243122, India
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..753
/organism="Brucella melitensis"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="Rev1"
/db_xref="taxon:29459"

gene 1..753
/gene="omp28"
CDS 1..753

/gene="omp28"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="0mp28 precursor"
/protein_id="AAT51971.1"

/db_xref="G1:49090355"

/translation=""MNTRASNFLAASFSTIMLVGAFSLPAFAQENQMTTQPARIAVTG
EGMMTASPDMAILNLSVLRQAKTAREAMTANNEAMTKVLDAMKKAGIEDRDLQTGGIN
IQPIYVYPDDKNNLKEPTITGYSVSTSLTVRVRELANVGKILDESVTLGVNQGGDLNL
VNDNPSAVINEARKRAVANAIAKAKTLADAAGVGLGRVVEISELSRPPMPMPIARGQF

RTMVAAAPDNSVPIAAGENSYNVSVNVVEFEIK"

ORIGIN

>gi|49090354|gb|AY634231.1| Brucella melitensis strain Revl Omp28
precursor (omp28) gene, complete cds
ATGAACACTCGTGCTAGCAATTTTCTCGCAGCCTCATTTTCCACAATCATGCTCGTCGGCGCTTT
CAGCCTGCCCGCTTTCGCACAGGAGAATCAGATGACGACGCAGCCCGCGCGCATCGCCGTCACCG
GGGAAGGCATGATGACGGCCTCGCCCGATATGGCCATTCTCAATCTCTCGGTGCTACGCCAGGCA
AAGACCGCGCGCGAAGCCATGACCGCGAATAATGAAGCCATGACAAAAGTGCTCGATGCCATGAA
GAAGGCCGGCATCGAAGATCGCGATCTCCAGACAGGCGGCATCAATATCCAGCCGATTTATGTCT
ACCCTGACGACAAGAACAACCTGAAAGAGCCTACCATCACCGGCTATTCTGTATCCACCAGTCTC
ACGGTTCGCGTGCGCGAACTGGCCAATGTTGGAAAAATTTTGGATGAATCCGTCACGCTCGGTGT
TAATCAGGGCGGTGATTTGAACCTGGTCAATGATAATCCCTCCGCCGTGATCAACGAGGCGCGCA
AGCGCGCAGTGGCCAATGCCATTGCCAAGGCGAAGACGCTTGCCGACGCTGCAGGCGTGGGGCTT
GGCCGTGTGGTGGAAATCAGTGAACTGAGCCGCCCGCCCATGCCGATGCCAATTGCGCGCGGACA
GTTCAGAACCATGGTAGCAGCCGCACCGGACAATTCCGTGCCGATTGCCGCAGGCGAAAACAGCT
ATAACGTATCGGTCAATGTCGTTTTTGAAATCAAGTAA
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Dizayn edilen primerler:

Forward 5’ -ACATTGGATCCATGAACACTCGTGCTAGC-3'
Reverse 5’ CGGCCAAGCTTTTACTTGATTTCAAAAACGACA-3’

SUMO Forward 5 -AGATTCTTGTACGACGGTATTAG-3°
T7 Reverse 5" -TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3"

3.2.3.2. PCR ile omp28 precursor gen bolgesinin ¢ogaltilmasi

Omp28 precursor gen bolgesinin plazmid vektoriine klonlanmasi ve gen

bdlgesinin istenilen miktarda ¢ogaltilmasi i¢in PCR yapildi.

1- PCR islemi i¢in ¢izelge 3,3’te verilen PCR bilesenleri belirtilen miktarda

ince ceperli 1s1 iletimi fazla olan PCR tiipiine konularak hazirlandi.

Cizelge 3.3. PCR’da kullanilan madde miktarlar1

Madde Konsantrasyon | Miktar
Taq buffer 10x 5 ul
MgCl, 50 mM 15 u
dNTP 10 mM 1 ul
Primer F 10 pmol/ pl 1 ul
Primer R 10 pmol/ pl 1 ul
DNA 200 ng 4 ul
Tag DNA polimeraz | 5U/ ul 0,25 ul
Saf su deiyonize 36,25 ul
Toplam 50 ul

2- PCR bilesenleri laminar kabin igerisinde herhangi bir kontaminasyon
olmayacak sekilde buz iizerindeki PCR tiipline konulduktan sonra, tiip dibinde hava

kabarcig1 kalmayacak sekilde iyice karigtirilip PCR cihazina konuldu.

3- PCR islemi ¢izelge 3,4’te verilen program kullanilarak yapildi. Kullanilan
vektor sistemine klonlama i¢in; klonlanacak pargalarin u¢ kisimlarinda A bazina
ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle klonlanacak parcalarin u¢ kisimlarima A bazi
eklenmesi gereklidir. Thermus cinsine ait bir¢ok polimeraz enziminin 3’ ucuna

polimerizasyon sonrasinda ekstradan bir baz ekleme (genellikle adenin) ozelligi
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vardir. Burada polimeraz enzimini bu 6zelligini ortaya ¢ikarmasini saglamak igin
final extension safhast 10 dk yapilarak bu islemin yapilmasi saglandi. PCR
programinin son sathasinda 72 °C’de 10 dk uygulanarak taq polimeraz enziminin

PCR iiriiniin u¢ kisimlaria Poli Adeninleri eklenmesi saglandi.

Cizelge3.4. PCR programi
sicakhik siire

Initial denaturation | 94 °C (6n denatiirasyon) | 3 dk

Denaturation 94°C 3dk

Annealing 60 °C 45 sn | 30 dongii
Extension 72°C 1dk

Final extension 72°C 10 dk

4- PCR islemi sonucunda, iiriiniin 10 pl’si agaroz jel elektroforezine

yiiklenerek, istenilen PCR iiriiniin olusup olugsmadigi kontrol edildi.

3.2.3.3. Ligasyon

PCR ile ¢ogaltilan gen bolgesinin vektore eklenmesi i¢in yapilan bir islemdir.
Bu calismada kullanilan vektor u¢ kisimlarina timin niikleotidleri eklenerek, linear
bir yapiya getirilmistir, bu sayede PCR sonucunda u¢ kisminda A bulunan PCR
triinii T ile etkilesime girerek hidrojen baglariyla baglanir. Ortamda bulunan DNA
T4 ligaz enzimi ise bu bagi kovalent haline getirerek genin vektore eklenmesi

saglanir. Ligasyon asagidaki asamalardan olugsmaktadir.

1- Optimal ligasyon verimliligi i¢in taze (en fazla 1 giin dnce) PCR iiriinii
gerekmektedir. PCR {irlinlin ucunda bulunan A gruplar1 zamanla bozundugu igin,
ligasyonun etkinligi azalacaktir, bu ylizden bu PCR iiriiniin taze olarak kullanilmasi

gerekir.
Fazla miktarda PCR 6rnegi kullanilirsa PCR 6rneklerinde bulunan tuzlar T4

DNA Ligaz1 inhibe edebilir. Bu yiizden ligasyon isleminde kullanilacak PCR {iriiniin

optimize edilmesi gerekir. 1:1 oraninda vektor: PCR firiinii ligasyon i¢in en verimli
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orandir. Genellikle 0,5 ile 1,0 pl tipik PCR {iriinii ortalama gen uzunlugu (400-700

bp) arasinda ise 1:1 vektor: istenilen gen bolgesi oranini vermektedir.

2- Ligasyon i¢in asagidaki tabloda verilen maddeler PCR tiipiine konuldu.

Cizelge 3.5. Ligasyon isleminde kullanilan madde miktarlari

Miktar
Taze PCR iiriinii 2ul
10X Ligasyon Buffer 1l
pET SUMO vector (25 ng/ul) 2l
Steril su 4ul
T4 DNA Ligase (4.0 Weiss units) 1l
toplam 10 pl

3- Ligasyon karigimi hazirlandiktan sonra PCR cihazinda 15 °C’de gece

boyunca (8 saat) inkiibasyona birakildi.
4- Hazirlanan ligasyon 6rnegi kullanilincaya kadar -20 °C’de sakland1.

3.2.4. One Shot® mach1™-t1r kompotent hiicrelerine transformasyon

Ligasyon reaksiyonu ile olusturulan rekombinant plazmidin ¢ogaltilmasi veya
protein ifadesinin gergeklestirilmesi i¢in kompotent hiicrelere plazmidin aktarimi

gereklidir.

Transformasyon oOncesinde asagida verilen hazirlik asamalarinin yapilmasi

gerekir.

1- Daha 6nceden hazirlanan 50 pg/ml kanamisin iceren LB petrileri 37 °C’de
30 dk inkiibe edildi.

2- S.0.C. besiyeri oda 1s1sinda bekletip 1liklastirilda.
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3- Transformasyonda kullanilacak 1 sise One Shot® hiicreleri buz iizerinde
eritildi.

Hazirlik islemi tamamlandiktan sonra transformasyon islemine gecildi.

1-Kompetent One Shot® E. coli hiicreleri -80 °C’den alinip ve buzda 5 dakika
stire ile bekletildi.

2- Ligasyon sonunda elde edilen {iriin hazirlanan kompetent hiicrenin iizerine
eklenip, pipetleme yapmadan, hafif bir sekilde karigtirdiktan sonra, buzda 30 dakika
stire ile bekletildi.

3- Siire sonunda Ornekler buzdan aliip, 42 °C’ye ayarlanan 1s1 bloguna
yerlestirildi (Bu asamada hiicre membranindaki porlarin agilarak plazmidlerin hiicre

icerisine girmesi saglanir).

4- Hiicreler 1s1 blogunda 30 saniye siire ile bekletildikten sonra, hemen buza
almarak 3 dakika buzda bekletildi (Burada 42°C ve buzda bekletilme siireleri

onemlidir ve agilmamalidir).

5- Siirenin bitiminde 6rneklerin tizerine 250 pl oda 1sisinda bekletilen S.O.C.

besiyeri eklendi.

6- 37 °C’de orbital shakerde 200 rpm ve 37 OC’de 1 saat siire ile inkiibe edildi.

7- Kiiltlir ortamindan; 150 ve 100 pl alinarak, 6nceden 1lik hale getirilmis iki
farkli secici besiyeri petrilerine yayilip, bir gece boyu 37 °C’de inkiibe edildi.
(Hiicreler kat1 besiyerine ekildiklerinde c¢ok fazla liremeye bagli petri ylizeyini
kaplayarak, hali olusturabilir ve bu nedenden dolayi, tekli koloniler segilemez. Bu

yiizden iki farkli petriye ekim yapilarak tekli koloni olusumu saglanir)
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3.2.5. Transformasyon hiicrelerinin analiz edilmesi

Transformasyon isleminden sonra kanamisinli seg¢ici besiyerine ekilen
hiicrelerden plazmid transfer edilen hiicreler, kanamisine direngli gen bdolgesi
icerdiginden dolay1 ortamda g¢ogalirken, plazmid icermeyen hiicreler kanamisine
kars1 direng gosteremediklerinden dolay: oliirler. Fakat ortamda ¢ogalan kolonilerin
hepsi istenilen plazmidi igermemektedir. Besi ortaminda ¢ogalan koloniler; 1- omp28
precursor genini icermeyen plazmidlere sahip koloniler 2- omp28 precursor gen
bolgesi N ve C terminal kisimlar: ters yerlesmis koloniler 3- omp28 gen bdlgesini
dogru bir sekilde iceren koloniler. Bu koloniler igerisinden istenilen koloniyi se¢gmek
icin; farkli 6zelliklere sahip koloni PCR islemleri yapildiktan sonra istenilen koloni

secilerek yola devam edildi.

Koloni PCR tig¢ farkli PCR isleminden olusmaktadir:

1- Capraz PCR A (omp28 precursor Forward ve T7 reverse primerleri):
omp28 precursor gen bolgesinin forward primeri ve plazmidin T7 reverse primerleri
kullanilarak PCR islemi yapilir. Bu PCR sonucunda elde edilen {iriin miktar1 858 bp

olacaktir.

2- Capraz PCR B (omp28 precursor reverse ve sumo forward primerleri) :
omp 28 precursor gen bdlgesinin reverse primeri ve plazmidin sumo forward
primerleri kullanilarak PCR islemi yapilir. Bu PCR sonucunda elde edilen iiriin
miktar1 900 bp olacaktir.

3- Koloni PCR (omp28 precursor Forward ve omp28 precursor reverse):
omp28 Forward ve omp28 reverse primerleri kullanilarak PCR islemi yapilir. PCR

sonucunda omp28 precursor gen bolgesi (753 bp) elde edilecektir.

Koloni PCR islemi asagidaki igslemlerden olusmaktadir:
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1- 50 pg/ml kanamisin igeren LB petrilerinde bulunan pozitif kolonilerden on

tanesi segilerek petri tizerinde isaretlendi.

2- Mevcut pozitif kolonileri korumak igin kiirdanla alinan koloniyi dnce baska

bir petriye ekip kopyalandiktan sonra 20 pl steril su igeren tiip icerisinde siispanse
edildi.

3- Elde edilen reaksiyon karisimi; hiicreleri par¢alamak ve niikleazlar1 inhibe

etmek i¢cin 94 °C’de 10 dk inkiibe edildi.

4- 10,000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Plazmid igeren slipernatant alinarak yeni

tiiplere konuldu.

5- Bu sekilde elde edilen siipernatant koloni PCR sirasinda template DNA

olarak kullanildi. PCR islemi asagidaki tabloda verilen programa gore hazirlandi.

Cizelge 3.6. Kontrol PCR programi
sicakhik zaman

Initial denaturation | 94 °C (6n denatiirasyon) | 3 dk

Denaturation 94°C 3dk

Annealing 55 °C 1dk 35dongii
Extension 72°C 1dk

Final extension 72°C 10 dk

6- PCR iirlinli % 1° lik agaroz jelde goriintiilendi.

7- Elde edilen pozitif kolonilerin teklestirilmesi igin koloniler, 50 pg/ml

kanamisin igeren LB petrilerine ekildi.

8- Petrilerde olusan kolonilerden tek bir koloni izole edilip, 50 pg/ml

kanamisin igeren 1-2 ml LB besiyerine konuldu.

9- Bu kiiltiir ortaminda bakteriler duragan faza ulasincaya kadar ¢ogaltildiktan
sonra; 0,85 ml kiiltiir ortam1 0,15 ml steril gliserol ile karistirilip, cryoviallere
konarak -80 °C’de sakland.
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3.2.6. Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu klonlamanin kontrol edilmesi i¢in ya da plazmidin protein
ifade konakgisina aktarilmasi i¢in yapilabilir. Bunun disinda klonlanan parganin
kalip olarak kullanilarak tizerinde degisiklik yapilmasi veya tekrar ¢ogaltiimasi
amaciyla da plazmid izolasyonu yapilabilir. Koloni PCR sonucunda pozitif oldugu
tespit edilen koloniden; protein ekspresyonu yapan E.coli BL21 hiicrelerine

transformasyon ve sekans analizi i¢in plazmid izolasyonu yapildi.

Plazmidler One Shot® Machl™-T1R E.coli igerisinde diisiik oranda
kopyalandiklar1 i¢in istenilen oranda plazmid elde etmek igin hiicrelerin yiiksek
miktarda kiiltiir ortaminda cogaltilmas1 gerekmektedir. Yeterli miktarda hiicre

cogaltildiktan sonra plazmid izolasyon asamalarina gegildi.

1. Gece boyunca g¢ogaltilan One Shot® Mach1™ TI1R E.coli hiicrelerinden 8
ml alinip 12,000 x g’de 1 dk santrifiij yapildi.

2. Elde edilen pelet iizerine 200 pl resiispension ¢ozeltisi ilave ettikten sonra

homojen oluncaya kadar pipetleme yapilarak karistirildi.

3. Siispanse edilen karigim iizerine 200 pl lizis buffer eklendikten sonra karigim
viskoz ve agik bir hale gelinceye kadar, tlipler 6-8 defa hafifce alt iist edilerek
karistirilip, oda 1s1sinda 5 dk inkiibe edildi.

4. 350 pl noétrolizasyon tamponu eklendi. Tiip 6-8 kez alt iist edilerek
karistirildi. Karigim 12,000 x g’de 10 dk santrifiij edilerek, plazmid DNA
disindaki genomik DNA, protein, lipit gibi yapilarin, bulutumsu bir yap: gibi

dibe ¢okmesi sagland1

5. Kolon tiip icerisine konuldu. Kolon fiizerine 500 pl kolon hazirlama
sollisyonu konulduktan sonra 12,000 x g’de 1 dk santriflij edildikten sonra
dipte kalan s1v1 dokiilerek kolon hazir hale getirildi.

6. Hazirlanan kolon iizerine silipernatan yiiklendi. 12,000 x g’de 1 dk santrifiij

edildikten sonra dipte kalan siv1 dokiildii.

84



3. MATERYAL ve YONTEM ismail KOYUNCU

7. Kolon iizerine 500 pl wash solution 1 eklenip, 12,000 x g’de 1 dk santrifiij

edildikten sonra dipte kalan s1v1 dokiildii.

8. Kolon iizerine 750 ul wash solution 2 eklendikten sonra, 12,000 x g’de 1 dk
santrifiij edilip, dipte kalan sivi dokiildii. Bu sayede kolondaki tuzlar ve

kalintilar ortamdan uzaklastirildi.

9. Herhangi bir sey eklemeden kolon 12,000 x g’de 1 dk santrifiij edilerek

etanol ortamdan uzaklastirildi.

10. Kolon yeni bir tiipe konularak {izerine 100 pl eliisyon buffer eklenip, 12,000
x g’de 1 dk santrifiij edildikten sonra dipte kalan plazmidli siv1 toplanarak, -

20 °C * de kullanincaya kadar depoland.
11. Plazmidlerin 10 ul’si % 1’lik agaroz jelde goriintiilendi.

12. izole edilen plazmidlerin bir kism1 kullanilarak ¢apraz PCR islemi yapildi.
PCR iiriinii % 1°lik agaroz jelde goriintiilendi.

13. Capraz PCR sonucu pozitif olan plazmidlerin bir kismiyla’da sekans analizi

yapildi.

3.2.7. Sekans analizi

Sekans analizi, plazmid igerisine yerlestirdigimiz genlerin dogru yonde
yerlesip yerlesmedigini ve N- terminal kisminda tag fiizyon proteinin bulunup
bulunmadigini kontrol etmek amaciyla yapildi. Bu islem i¢in plazmide 6zgiin SUMO
Forward ve T7 Reverse primerleri kullanildi. Sekans analizi; genoks firmasi
(Ankara) tarafindan Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi, kullanilarak
sekans analiz cihazi (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer) kullanilarak otomatik
(Fluoresan Isaretleme) dizi Analizi yapildi. Elde edilen sekans sonucu
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ ve http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

programlari kullanilarak incelendi.
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3.2.8. Protein ekspresyon ¢alismalar:
3.2.8.1. BL 21 (DE3) one shot® hiicrelerine transformasyon

1- Bir sise BL21(DE3) One Shot® hiicreleri buz iizerinde eritildikten sonra,
hiicrelerin tizerine 5 ul hacimde 10 ng plazmid DNA’s1 eklendi, hafifce karistirildi.

2- Buz tizerinde 30 dk inkiibe edildi.

3- Hiicreler 1s1 blogunda calkalamadan 42 °C’de 30 saniye 1s1 sokuna tabi
tutuldu.

4- Ts1 sokundan hemen sonra tiip buz iizerine alinarak, 5 dk inkiibe edildi.
5- Tiipiin lizerine 250 pl oda 1sisinda bekletilmis S.0.C. medium eklendi.

6- Tiipiin kapag kapatildiktan sonra, orbital shakerde 200 rpm ve 37 °C’de 1

saat inkiibe edildi.

7- Tiipte transformasyona ugramis olan karisimindan 100 pl alinarak, dnceden
ik hale getirilmis 50 pg/ml kanamisin igeren LB petrilerine yayilarak 37°C’de
inkiibe edildi.

8- Inkiibasyon sirasinda olusan kolonilerden en iyi gelisen ii¢ koloni secilerek

kontol PCR islemi yapildu.

9- Kontrol PCR isleminden sonra pozitif olan koloni 10 ml 50 pg/ml kanamisin
iceren % 1 glikozlu LB siv1 besiyerine konularak, orbital shakerli inkiibatérde 37

°C, 200 rpm’de gece boyunca inkiibe edildi.

10- 1,7 ml kiiltiir ortaminin bir kismu steril gliserol ile karistirlip -80 °C’de

saklandi.

11- Besiyerinden 500 pl alinarak 10 ml 50 pg/ml kanamisin % 1 glikoz iceren
LB besiyerine konuldu.

12- 2 saat 37°C, 200 rpm’de ¢ogaltildi. 1 ml alinarak spektrofotmetrede 600

nm Ol¢tldii.
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13- Bu siirede ODggp de absorbans 0,5’e ulastiktan sonra; 10 ml besiyeri 5 ml
‘lik iki tiipe boliindii. Bu tiiplerden birinin iizerine final konsantrasyonu 1 mM olacak
sekilde IPTG eklendi. Bu sekilde tiiplerin biri IPTG ile indiiklenmis digeri
indiiklenmemis oldu (Bu islem hangi zaman araliginda protein ekspresyonun fazla

oldugunu tespit etmek amaciyla yapildi).

14- Her iki kiiltiir ortaminin 37 °C, 200 rpm‘de ¢ogalmalarina devam edildi. 3
ile 7. saatleri arasinda saat basi her iki kiiltiir ortamindan IPTG (+) ve IPTG (-) 500
pl 6rnek alinip ayri bir tiipe konuldu.

15- 15,000 rpm ‘de 1 dk santrifiij edilip, siipernatant kismi atildi. Kalan pelet
SDS PAGE yapmak iizere -80 °C ‘de saklandh.

3.2.8.2. Orneklerin analiz edilmesi

1- 4.,5. 6., ve 7. saatlik inkiibasyon siiresinden sonra toplanan 6rnek peletleri

80 ul 1X SDS-PAGE 6rnek buffer ile karistirilip buz {izerine konuldu.
2- 95°C “de 5 dakika inkiibe edildi,

3- 10,000 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten sonra 10 pl’si SDS-PAGE yapildi.
Kalan drnekler -80 °C’de saklandi.

Bu islem sonucunda hangi saat araliginda protein ekspresyonun optimum

oldugu tespit edildi.

3.2.8.3. Rekombinant protein ¢oziiniirliigiiniin tespit edilmesi

Protein ekspresyonun hangi saat araliginda optimum oldugu tespit edildikten
sonra, eksprese edilen proteinin ¢dziiniir olup olmadigini test etmek gerekir. Protein
ekspresyonu sirasinda rekombinant protein liretimi ¢ok fazla oldugundan dolayi,
hiicre sitoplazmasinda membran ile g¢evrilerek inkliizyon tanecikleri halinde

depolanir. Eksprese edilen rekombinant proteinler inkliizyon taneciklerine
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doniismiisse ¢dziinmez bir yapr kazanir. Inkliizyon tanecikleri halinde depolanan

proteinler, denatiire sartlar altinda lizis edilerek ortaya ¢ikarilir.

1.

9.

Omp28 precursor proteini igeren recombinant BL21(DE3) hiicrelerinin
kiiltir ortamindan 250 pl alinarak 5 ml 50 pg/ml kanamisinli ve % 1 glikoz
iceren LB besiyerine konulup gece boyunca 37 °C, 200 rpm‘de inkiibe edildi.
Bu sekilde yapilan kiiltiir ortamina starter kiiltiir ortami denir. Bu kiiltiir
ortami protein ekspresyonu ic¢in taze kiiltiir ortami saglar. Her protein

ekspresyonu 6ncesinde muhakkak starter kiiltiir ortami1 hazirlanmalidir.

Starter kiiltiir ortamindan 1 ml alinip 20 ml, 50 pg/ml kanamisin ve % 1

glikoz igeren LB besiyerine ekildi.

2 saat 37°C, 200 rpm’de ¢ogaltildi. 1 ml alinarak spektrofotmetrede 600 nm
Olcldii.

Bu stirede ODggo de absorbans 0,5 ulastiktan sonra; 20 ml’ lik besiyeri, 10 ml

‘lik iki tiipe boliindii. Bu tiiplerin birinin {izerine final konsantrasyonu 1 mM

olacak sekilde IPTG eklendi.
6 saat 37°C, 200 rpm’de ¢ogaltildu.
15,000 rpm ‘de 2 dk santrifiij edilip, slipernatant kismi atildu.

Kalan pelet PBS ile yikandiktan sonra, 15,000 rpm‘de 2 dk santrifiij edilip,

siipernatant kismu atildu.

Kalan pelet lizerine 1,5 ml nativ lizis buffer eklenip karistirildiktan sonra

tizerine konsantrasyonu 1mg/ml lizozim olacak sekilde lizozim eklendi.

30 dk buz tizerinde inkiibe edildi.

10. Lizat ii¢ defa — 80 °C’de dondurulup 42 °C “de eritildi.

11. 2 dk 40 W 8 sn pulslarla ultrasonikasyonla parcalandi.

12. +4°C, 10,000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi.
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13. Siipernatant 1:1 oranda 2X SDS page bufferla, pelet ise 80 pl 1X SDS
bufferla karigtirildu.

14. 95 °C “de 5 dk inkiibe edilip SDS PAGE yapildi.

SDS page sonucunda eksprese edilen protein ¢gogunlugunun pelet kisminda oldugu

tespit edildiginden protein saflagtirma isleminde denatiire lizis metodu uygulandi.

3.2.8.4. Denatiire lizis

1. 50 ml kiltiir ortami santrifiij edildikten sonra, elde edilen pelet PBS ile

yikanip, pelet lizerine 2 ml lizozim (1mg/ml) eklenip karigtirildi.
2. Buziizerinde 30 dk inkiibe edildi.
3. 6 ml denatiire lizis buffer eklendikten sonra karistirildi.
4. 10 dk, 40 W, 8 sn pulslarla ultrasonikasyonla buzlu ortamda pargalandi.
5. Oda sisinda 1 saat shakerde inkiibe edildi.
6. Odasisinda 10,000 rpm’de, 30 dk santrifiij edildi.

7. Siipernatant kismi protein saflastirma isleminde kullanilmak iizere — 20 oc

de saklandi.

3.2.9. Protein saflastirma islemi

PETSUMO vektorii ile rekombinant olarak {iretilen proteinler histidin ile
flizyon yapida bulunduklarindan, proteinlerin saflagtirilmasi i¢in histidine afinite

gosteren Ni- NTA partikiilleri igeren kolon kullanildi.
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3.2.9.1. Ni-NTA affinite kolon protokolii

1. Saflastirma islemi oda 1sisinda yapildi.

2. Kaolon fraksiyon kollektoriine baglandiktan sonra akis hiz1 2 ml/dakika olacak

sekilde ayarlandi.
3. Kolon igerisindeki etanolil uzaklagtirmak i¢in kolondan 50 ml saf su gegirildi.

4. Kolonu dengelemek i¢in kolona Equbilation buffer yiliklendi. Kolondan akan
fraksiyonunun absorbans ve pH’s1 buffer ile ayni1 oluncaya kadar bu isleme

devam edildi.

5. Protein 0rneginin pH ortamini dengelemek i¢in; 5 ml protein 6rnegi: 5 ml
Binding /Equbilation buffer ile karistirilip 0.45 pl filtrelerden gegirildikten
sonra kolona yiiklendi. Bu asamada histidin igeren proteinler kolona
baglanirken baglanmayan proteinler kolondan akar. Kolondan akan bindig

tamponu 1 ml ‘lik fraksiyonlar halinde toplandi.

6. Kolon washing buffer ile yikandi. Histidin haricinde kolona kismi olarak
baglanan proteinlerin kolondan koparak ayrilmas: saglandi. Washing buffer 1
ml lik fraksiyonlar halinde toplandi. Son fraksiyonda protein kalmayincaya

kadar bu isleme devam edildi.

7. Kolona eliisyon buffer yiiklenerek kolona baglanan rekombinant proteinin

ayrilmasi saglandi.

8. Elusyon fraksiyonlar1 toplandiktan sonra kolonun, bagka bir saflastirma

isleminde kullanilmasi i¢in rejenere islemi yapilda.
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3.2.9.2. Kolon rejenerasyonu

Kolon protein verim ve safligini etkilemeden bir¢ok kez kullanilabilir. Kolonu
her kullanimdan sonra ve saklamadan Once rejenere etmek gerekir. Rejenerasyon
islemi kolona bagl kalan protein ve imidazolun kolondan ayrilmasini saglayarak
capraz baglanmalar1 azaltir. Ayrica capraz baglanmalar1i engellemek i¢in her

defasinda kolona yalniz bir protein 6rnegi yliklenmelidir.
1. Kolon 50 ml MES buffer (20 mM 2-(N- morpholine)-ethanesulfonic acid,
0.1 M Sodium chloride pH. 5.0) ile 1 ml/dakika akis hizinda yikanda.
2. 75 ml deiyonize saf su ile 2 ml/dakika akis hizinda yikandi.

3. Kolon kullanilacaksa  Binding/Equbilation  buffer ile  dengelenir,
depolanacaksa 10 ml % 20 etanol yikandiktan sonra igerisinde etanol kalacak
sekilde kollektdrden c¢ikarip, hava ile temasim1 engellemek i¢in kapagi

kapatilarak + 4 °C’de saklandi.

3.2.10. Protein miktar tayini

Bradford metoduyla protein miktari 6l¢iildii. Bu metod 0,1-200 pg protein

Ol¢me hassasiyetine sahiptir.

1. 1 mg/ml BSA (bovine serum albiimin) iceren stok standart ¢ozeltisi

kullanilarak farkli miktarda stok igeren standartlar hazirlandi.

2. 20 pl 6rnek ya da standart tizerine 980 ul Bradford ayiraci eklendikten

sonra vortekslendi.
3. Oda sisinda 10 dk inkibe edildi.

4. Spektrofotometerede 595 nm okundu.
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3.2.11. SDS PAGE elektroforezi

Proteinlerin denatiire edilerek biiyiikliiklerine gore ayrilmast SDS PAGE
yontemi ile yapilir. Bu yontem ile proteinler dimer, tetramer ya da molekiiler
kompleks olustursalar bile denatiire formlarinda monomer yapilar1 gézlenir. Yontem
ile olusturulan jel proteinlerin biiyiikliik hesaplamasinda ve Western Blot’da

kullanilabilir.

SDS PAGE jeli iki farkli 6zellikteki jelden olusur. Bunlardan ilki ayirma jelidir
ve proteinlerin asil olarak ayriminin yapildigi jeldir. Sahip oldugu por ¢ap1 dar olan
bu jel genellikle % 8-12 oraninda hazirlanir. Diger jel ise yigma jelidir. Bu jel daha
genis por biiyiikliigiine sahiptir. SDS’nin proteinleri tam olarak kaplamasi ve ayni
hizada ayirma jeline yonlendirmesi amaci ile kullanilir. Genellikle % 4-12 oraninda

hazirlanir.

SDS PAGE isleminin adimlar1 asagida verilmistir.

1. Elektroforez camlar1 kullanilmadan 6nce su ve alkol ile yikanarak iyice
temizlenir, sonra camlar arasinda 0,75 mm olacak sekilde sistem olusturulur.
Oncelikle jelin hazirlanacag: jel dokme aparati kurularak su ile test edilir.

Sizdirma yapmiyorsa jel hazirlanmaya baslanir.

2. Ayirma jeli hazirlanir, jeli hazirlarken en son asamada TEMED ve APS

eklendikten sonra camlara dokilir.

3. Ayirma jeli dokiildiikten sonra polimerlesmenin saglanmasi ve jelin iist
kisminin diiz bir sekil almasi i¢in 0,5 ml izopropanol ayirma jelinin {izerine
hafifce eklenir 30-60 dk arasinda oda 1sisinda jel polimerlestikten sonra, jel
tizerindeki izopropanol kurutma kagidiyla uzaklastirildiktan sonra su ile

yikanip, kurutma kagidiyla su uzaklastirilir.
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10.

11.

Yi1gma jeli, ayirma jelinin tizerine dokiildiikten sonra taraklar yerlestirilir. 30-

45 dk arasinda polimerlesme saglanir.

Jel hazirlandiktan sonra; Protein 6rnegi 1:1 oraninda 2X SDS 6rnek tamponu
ile karistirldiktan sonra drnekler buz iizerinde tutuldu, sonra 5 dk 95 °C’de
inkiibe edildi (SDS oda 1sisinda eklendiginde protein Ornekleri proteazlar
tarafindan pargalanir, bunu 6nlemek i¢in buz iizerinde tutulur, proteazlari
inhibe etmek icin kaynatilir). Kaynama isleminden sonra oOrnekler oda

1s1sinda sogutuldu.
10,000 rpm ‘de 2 dk santrifiij edildikten sonra jele yiiklenir hale getirildi.

Taraklar jelden dikkatlice ¢ikarildiktan sonra kuyular 1X SDS elektroforez
tamponu ile yikanarak polimerlesmeyen monomerler uzaklastirildi. Ciinkii
kuyularda polimerlesme olabileceginden dolay1r kuyulara o6rnek yiikleme

islemi aksar.

Jeller tanka yerlestirildikten sonra i¢ kistm 1X SDS elektroforez tamponu ile
dolduruldu.

Ornekler kuyulara ayn1 miktar ve yogunlukta eklenir yoksa yan kuyucuklara
yayillma olabilir. Kuyucuklara fazla yiiklendiginde bandlarda bozulma
gozlenir. Bu ylizden kuyucuklara 20 pl den fazla 6rnek yiliklenmedi.

Protein biiyiiklikklerinin belirlenmesi igin belirte¢ olarak, Pageruler

Prestained marker: (Thermo) kullanildi.

Jeller 6nce 100 V yiiriitiildii, bromofenol ayirma jeline geldiginde akim 120
V cikarildi. Bu islem 2 saat siirdii. Calisma ortaminin 1sis1 10-20 OC arasinda
olmali ve 5 °C’den diisiik olmamalidir. Ortamin asir1 1snmasi bandlarin egri

olmasina neden olmaktadir.
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12. Yiiriitme islemi bittikten sonra i¢ kisimdaki tamponu alttaki tampon ile

karistirmadan dokiildii. Dis kisimdaki tampon bir kag kez daha kullanilabilir.

13. Camlar agilip jel ¢ikarildiktan sonra bir kdsesi isaretlenir sonrasinda boyama

islemine gecildi.

14. Jel boyama ¢6zeltisinde bir gece boyunca birakildi. Sonrasinda fazla boyanin
giderilmesi i¢in jel yikama ¢ozeltisine konuldu. Bandlar belirginlesip fazla

boya giderildikten sonra jel goriintiilendi.

3.2.12. Diyaliz

Diyaliz islemi iki agamali olarak gerceklestirildi. Birinci asamada ortamdaki
tire miktarinin uzaklastirilarak denatiire hale gegen rekombinant proteinin redenatiire
hale gelmesini saglandi. ikinci asamada ise; kolondan saflastirma isleminde eliisyon
asamasinda kullanilan yiiksek tuz konsantrasyonu azaltildi. Bu sayede sumo kesim

isleminin gergeklesmesi saglandi.

Optimal sumo proteaz reaksiyonu; < 300 mM NaCl ve < 150 mM imidazol
iceren bir tampon igerisinde yapilmasi gerekir. Sumo proteaz enzimi; belirtilen tuz
ve imidazol konsantrasyonun iizerine ¢iktiginda inhibisyona ugramaktadir. Kolondan
direk eliisyon edilmis olan saf proteine, sumo proteaz islemi uygulanirsa tuz ve
imidazol miktar1 istenilen miktarin iizerinde ¢ikacaktir. Bu yiizden tuz ve imidazol

miktarini azaltmak i¢in dializ iglemi yapildi.

1. Diyaliz membram1 igerisine; saflastirma islemi sirasinda eliisyon
fraksiyonlarindan elde edilen rekombinant proteinlerden 2 ml konulup diyaliz

torbas1 mandallarla kapatildi.

2. Swrasiyla 500 ml  6M ™M »2M —»IM iire igeren PBS tamponunda +
4 °C’de manyetik karistiricida 100 rpm hizda her bir gradiente 3 saat
boyunca diyaliz edildikten sonra en son asamada 1L PBS tamponunda gece

boyunca dializ yapildi. Diyaliz sonrast elde edilen protein ¢dzeltisinin
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konsantrasyonu sumoproteaz kesim reaksiyonda kullanilacak konsantrasyonda

oldugu i¢in, protein ¢ozeltisinin konsantre etme islemine gerek kalmadi.

3.2.13. Western Blot

Western blot analizi; bir dokudan veya toplam protein igerisinden istenilen

proteinin belirlenmesi amaci ile kullanilir. Analiz i¢in dncelikle proteinler denatiire

edici sartlarda SDS-PAGE ile ya da 3 boyutlu yap1 korunarak, denatiire etmeyen
sartlarda DOGAL-PAGE (Native) ile elektroforetik olarak ayrilirlar. Proteinler jelde

ayrildiktan sonra membrana (PVDF, nitroseliiloz) aktarilirlar. Sonrasinda ise uygun

antikorlar ile istenilen protein renklenme veya radyoaktif yontem ile belirlenir.

1.

2.

10.

SDS page yapildiktan sonra jel boyama islemine tabi tutulmadi.
PVDF (poli vinilidin diflorid) membran jele uygun bir sekilde kesildi.

PVDF membran % 100 metanolde 1 dk yikandiktan sonra distile suyla 3 dk

yikanip metanol uzaklastirildi.
PVDF ve SDS page jeli transfer tamponunda 15 dk bekletildi.

Ucer adet whatman filtre transfer tamponu iginde 1slatildi. Transfer sandvigini

hazirlamak i¢in, Katot (-) elektrot kismina whatman filtre kagid1 yerlestirildi.
Filte kagidinin lizerine PVDF membrani konup, havasi alindu.
Membranin iizerine transfer tamponunda SDS page jeli yerlestirildi.

Jelin tiizerine ikinci bir whatman filtre kagidi yerlestirildi, hava kabarcigi

kalmamasi i¢in bir cam tiip ile iizerinden gegildi.

Sandvicin etrafindaki sivi kurutulduktan sonra sistem kapatilip 150 mA ‘de 1 saat

transfer edildi.

Aktarma isleminden sonra transferin olup olmadigimi kontrol etmek igin, jel

boyama islemine tabi tutuldu.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Aktarma yapilmis olan PVDF membrani oda 1sisinda ya da 37 °C’de inkiibe

edilerek kurumasi saglandi.

PVDF membran 10 ml blocking buffer igerisine konulup, 1 saat oda isisinda
shakerde inkiibe edildi.

Blocking soliisyonu ortamdan uzaklastirildiktan sonra, membran 20 ml distile su

ile 5 dk boyunca shakerde karistirilarak yikandi.

10 ml 1:5000 oraninda diliie edilen anti-His antikoru eklenerek, 1 saat inkiibe

edildi.

Antikor soliisyonu ortamdan uzaklastirildiktan sonra, iic defa 20 ml antikor

yikama tamponu ile 5 dk yikand.

10 ml sekonder antikor (kegi, alkalin fosfataz konjuge edilmis IgG anti-Mouse)
soliisyonu ile 30 dk inkiibe edildi.

Sekonder antikor soliisyonu ortamdan uzaklastirildiktan sonra, ii¢c defa 20 ml

antikor yikama tamponu ile 5 dk yikandi.

Membran iki defa 20 ml distile su ile 2 dk yikandi.

5 ml kromojenik substrat (BCIP/NBT) ile renk olusuncaya kadar inkiibe edildi.
Renk olustuktan sonra, membran iki defa 20 ml distile su ile 2 dk yikandi.

Membran filtre kagidi tizerine konularak kurutulduktan sonra PVDF membran

goriintiileme siteminde (Biorad GS —800) gdriintiilendi.
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3.2.14. Dot Blot

Dot blot testi iiretilen rekombinant proteinin hizli bir sekilde tespit edilmesini

saglar.

1. Saflastirilan rekombinant omp28 precursor ve His-Sumo-omp28 precursor
proteini igeren hiicre lizat1 Dot Blot tamponu ile 1/25, 1/50, 1/100, 1/200

oraninda diliie edildi.
2. Nitro seliiloz membran tizerine 2 pl’lik spotlar halinde eklendi.

3. Membran kurutulduktan sonra, Western Blot protokoliiniin 12. asamasindan

devam edildi.

3.2.15. Sumo proteazla kesim islemi

Fiizyon proteini saflastirildiktan sonra, dogal proteini elde etmek amaciyla
sumo proteaz kullanilarak N-terminal peptid kisminda bulunan 6xHis tag ve SUMO

kisimlar1 uzaklastirildi.

Cizelge3.8.Sumoproteazda kullanilan maddeler
Flizyon protein 400 pl

10 X tuzsuz sumo proteaz buffer 80 ul

Deiyonize su 280
Sumo proteaz(10 U) 40 ul
toplam 800 pul

1. Tabloda verilen kimyasallar, karistiriip + 4 °C¢de gece boyunca inkiibe
edildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda 20 pl alinip iizerine 20 ul 2X SDS sample buffer
eklenip SDS PAGE yapildi.

3. Geriye kalan drnek ¢alisma tamamlanincaya kadar -20 °C’de sakland.
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Hem SUMO flizyon proteini hemde sumoproteaz enzimi N- terminal kisminda

polihistidin icerdiklerinden dolayr Ni-NTA affinite kromatografisi ile ortamdan

kolayca uzaklastirilabilir. Kesim reaksiyon c¢ozeltisi kolon baglama buffer1 ile

seyreltilir. Kolona protokoluna gore yiiklenir. Sonugta proteinimiz kolonda ¢ikarken

diger yapilar kolona bagli kalmis olur.

3.2.16. ELISA Protokol

1.

Saflastirillan omp28 precursor proteini karbonat/bikarbonat buffer igerisinde

konsantrasyonu 20 pg/ml olacak sekilde diliie edildi.

PVC nunc mikroplakanin her kuyucuguna 50 pl protein ¢ozeltisi eklendikten
sonra, +4 °Ctde gece boyunca inkiibe edilerek, proteinin kuyucuklara

baglanmasi saglandi.

Kuyucuktaki protein 6rnegi dokiildiikten sonra iki defa 200 pl PBST ile 5 dk
orbital shakerde bekletilerek yikand.

Uzerine 200 pl blocking soliisyonu eklenerek +4 °C’de gece boyunca inkiibe
edilerek, protein bulunmayan bolgelerde capraz baglanmalari engellemek icin
bloke edildi.

Brucella pozitif hasta ve saglikli insan serum 6rnekleri 1:100 oraninda antikor
diliisyon tamponunda diliie edildikten sonra, 100 pul eklenerek oda isisinda 1

saat inkiibe edildi.

Kuyucuktaki antikor soliisyonu dokiildiikten sonra ii¢ defa 200 ul PBST ile 5
dk orbital shakerde bekletilerek yikandi.

Ke¢i HRP-konjuge edilmis anti-human I1gG sekonder antikoru 1:1000
oraninda antikor diliisyon tamponunda diliie edildikten sonra, 100 pl

eklenerek orbital shakerda oda 1sisinda oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.

Kuyucuktaki antikor soliisyonu dokiildiikten sonra ii¢ defa 200 ul PBST ile 5
dk orbital shakerde bekletilerek yikandi.
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9. 100 pl TMB substrat (esit oranda TMB A ve TMB B karistirildi) eklenip 15

dk oda 1s1nda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi agik mavi renk olustu.
10. 50 pl 2 M H,SO4 eklenerek reaksiyon durduruldu. Renk agik sartya dontistii.

11. Elisa mikroplaka okuyucuda 450 nm okundu.

3.2.17. Omp28 precursor proteinin diagnostik etkinliginin hesaplanmasi

Herhangi bir tarama testinin saglik problemini belirlemedeki giicliniin
degerlendirilmesi bu saglik problemi i¢in kesin sonug¢ veren bir referans test ile
kiyaslanmast sonucu elde edilmektedir. Buda bir tarama testinin sonuglarinin
referans test sonuglart ile kiyaslanmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Tarama testi ile
referans test sonuclarinin kiyaslanmasinda genellikle asagida verilen dort gozli

tablodan yararlanilmaktadir.

Cizelge 3.9. omp28 precursor proteinin diagnostik etkinliginin hesaplanmasinda kullanilan tablo

TARAMA TESTI REFERANS TEST SONUCU
SONUCU
Saglik Problemi Saglik Problemi (-) | TOPLAM
*)
Saglik Problemi (+) GP (Gergek Pozitif) YP (Yalanci Pozitif) | GP+YP
Saglik Problemi (-) YN (Yalanci Negatif) GN (Gergek YN + GN
Negatif)
TOPLAM GP+YN YP+GN GP+YP+YN+
GN

Bu tablodaki degiskenleri tanimlayacak olursak;
Gercek Pozitif: Gergekte hasta olan bireyler i¢cinde testin’de hasta buldugu bireyler
Yalanci Pozitif: Gergekte saglikli olan bireyler iginde testin hasta buldugu bireyler
Yalanci Negatif: Gergekte hasta olan bireyler i¢cinde testin saglam buldugu bireyler
Gercek Negatif: Gercekte saglikli olan bireyler icinde testin’de saglikli buldugu
bireyler seklindedir.

Bu dort gozlii tablodaki degiskenler kullanilarak tarama testinin giicli ve

yeterliligi ile ilgili ¢esitli epidemiyolojik 6l¢iitler bulunmaktadir. Bu 6lgiitler sirast ile
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Duyarlilik, Ozgiilliikk, Pozitif prediktif deger, Negatif prediktif deger ve testin giicii

gibi dlctitler olup bu olciitler agagida formiilleri verilerek tanimlanmustir.

Duyarhlik (Sensitivite) : Gergcekte hasta olan bireyler iginde tarama testinin
hastalar1 bulabilme 6zelligi olarak tanimlanmaktadir.
Duyarlilik (Sensitivite) = (GP / (GP+YN)) * 100 = % olarak ifade edilir.

Duyarlilik kisaca bir tarama testinin hasta bulma yetenegi olarak da tanimlanabilir.

Ozgiilliik (Spesifite) : Gergekte saglikli olan bireyler i¢inde tarama testinin saglikli
bireyleri bulabilme 6zelligi olarak tanimlanmaktadir.

Ozgiilliik (Spesifite) = (GN / (YP+GN)) * 100 = % olarak ifade edilir.

Ozgiilliik kisaca bir tarama testinin saglikli bireyleri bulma yetenegi olarak da

tanimlanabilir.

Pozitif Prediktif Deger: Tarama testinin hasta olarak buldugu bireyler i¢inde

gercekten hasta olanlarin yiizdesidir.
Pozitif Prediktif Deger = (GP / (GP+YP)) * 100 = % olarak ifade edilir.

Negatif Prediktif Deger: Tarama testinin saglikli olarak buldugu bireyler icinde
gercekten saglikli olanlarin yiizdesidir.

Negatif Prediktif Deger = (GN / (YN+GP)) * 100 = % olarak ifade edilir.

Testin Genel Giicii (Test Gecerliligi) : Tarama testinin dogru tan1 koyabilme
yetenegi olarak tanimlanmaktadir.

Test Gegerliligi = ((GP+GN) / (GP+GN+YP+YN)) * 100 = % olarak ifade edilir.
Testin giicli veya gecerliligi tarama testinin dogru olarak tan1 koydugu hastalik veya

saglikl kisilerin sayisinin tiim sonuglar i¢indeki yiizdesi olarak tanimlanmaktadir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

Brucella melitensis Revl omp28 precursor proteini rekombinant DNA

teknikleri ile tretildikten sonra, affinite kromatografisi ile saflastirildi. Calisma

kisaca asagida verilen asamalardan olusmaktadir;

10.

11.
12.

Brucella melitensis Rev1 bakterisinden genomik DNA izolasyonu.

Omp28 precursor gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi

PCR iriiniinin (omp28 precursor gen bolgesi) pPETSUMO plazmidine
ligasyonu

Ligasyon {rliniiniin klonma konagi olan E.coli One Shot® Machl ™TIR
hiicrelerine transformasyonu

Transformasyon sonucu E.coli One Shot® Machl ™TIR hiicrelerinin segici
besiyerine (50 ug/ml kanamisin) konularak pozitif kolonilerin segilmesi ve
PCR ile (gapraz pcr ve omp28 primerleri ile) kontrol edilmesi.

Plazmid izolasyonu ve PCR ile kontrol edilmesi

Sekans analizinin yapilmasi

Plazmidlerin protein ekspresyon konakgist olan E.coli BL21 (D3) hiicrelerine
transfer edilmesi

Transformasyon hiicrelerinin segici besiyerine ekilmesi ve pozitif kolonilerin
PCR ile kontrol edilmesi

Pozitif rekombinant omp28 precursor gen bdlgesini igeren BL21 (D3)
hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve optimum protein ekspresyon siiresinin tespit
edilmesi i¢in farkli inkiibasyon siirelerinin uygulanmasi.

Eksprese edilen protein ¢oziiniirliigiiniin tespit edilmesi.

BL21 (D3) hiicrelerinin ekstraksiyonu ve Ni-NTA affinite kolonu ile

saflastirilmasi ve protein miktarimin tayin edilmesi
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13. Saflagtirilan rekombinant omp28 precursor proteinin Western Blot ve Dot Blot
ile karekterizasyonunun yapilmas.

14. Saflastirilan rekombinant His-Sumo-omp28 precursor proteinin, Sumoproteaz
uygulanarak His-Sumo kisminin, omp28 precursor proteininden ayrilmasi.

15. Nativ omp28 precursor proteinin ELISA testi yapilarak diagnostik ve antijenik

Ozelliginin tespit edilmesi.
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4.1.1. Brucella melitensis Rev1 total genomik DNA izolasyonu

Brucella melitensis Revl bakterisinden genomik DNA, DNA izolasyon Kkiti
(Vivantis GF-BA-100) kullanilarak izole edildi. Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilip, 1 ml°
lik tiiplerde liyofilize edilerek —20 °C’de saklanan Brucella melitensis Revl
bakterilerinden DNA izolasyonu yapmak i¢in fakli miktarlarda (1- 6 ml kiiltiir
ortami) bakteri alinarak yapilan DNA izolasyonu %1 lik agaroz jel elektroforezinde

incelendi.

10000 bp

Sekil 4.1. Brucella melitensis Revl den total genomik DNA izolasyonu;1: Marker, 2: 1ml’lik
Brucella kiiltiir ortamu ile yapilan DNA izolasyonu, 3: 2 ml brucella kiiltiir ortam1 ile yapilan
DNA izolasyonu, 4: 3 ml Bucella kiiltiir ortamu ile yapilan DNA izolasyonu, 5: 4 ml Brucella
kiiltiir ortamu ile yapilan DNA izolasyonu, 6: 5 ml Brucella kiiltiir ortamui ile yapilan DNA

izolasyonu, 7: 6 ml Brucella kiiltiir ortamu ile yapilan DNA izolasyonu
Agaroz jel elektroforezi goriintiisinden optimum DNA miktarinin 4 ml’lik

kiiltiir ortamindan izole edildigi tespit edildi. Izole edilen DNA’lar kullanilincaya

kadar —20 °C “de saklandi.
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4.1.2. Omp 28 precursor gen bolgesinin PCR ile cogaltilmasi

Izole edilen Brucella melitensis Revl genomik DNA’s1 ve omp28 precursor
gen bolgesi icin dizayn edilen primerler kullanilarak PCR islemi yapildi. PCR
isleminde optimum iriin elde etmek icin, en uygun Tm sicakligini (primerlerin
baglanma 1s1s1) tespit etmek igin farkli Tm sicakligi ve siirelerde (anneling siiresi)
PCR islemi yapildi. PCR sonucu % 1°lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.
PCR islemi sonucunda 753 bp biiyiikliigiinde farkli yogunlukta iiriin elde edildigi
tespit edildi. En iyi tirliniin 7. Band’da elde edildigi tespit edildi. Bunun sonucunda
sonraki PCR islemlerinde anneling asamasi i¢in optimum sartlar 60 °C‘de 45 sn

olarak tespit edildi.

Sekil 4.2. Brucella melitensis Revl omp28 precursor geninin PCR sonucu; 1: Marker , 2-3: 59 °C
de 30 sn PCR sonucu, 4-5: Negatif kontrol, 6-7: 60 °C ‘de 45 sn PCR sonucu, 8-9: 58 °C “de 1 dk

PCR sonucu

Optimize edilen PCR programi kullanilarak elde edilen iiriin, %1’lik agaroz

jelde goriintiilendikten sonra kalan PCR {iriinii ligasyon isleminde kullanildi.
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4.1.3. Ligasyon

Omp28 precursor gen bolgesinin PCR islemi esnasinda, PCR programinin
extension agsamasinda (72 %C’de 10 dk) ekzoniikleaz aktivitesi olmayan taq polimeraz
enzimi kullanildig1 i¢in, gen bolgesinin u¢ kisimlarina poli A (adenin) niikleotidleri
eklenir. Bu sayede u¢ kisimlarinda T (timin) niikleotidleri eklenerek lineer hale
getirilmis pETSUMO vektoriine, omp28 precursor gen bdolgesinin baglanmasi
saglandi. Ligasyon islemiyle; ortama ilave edilen T4 ligaz enzimide gen bdlgesinin
pETSUMO vektoriine saglam bir sekilde entegre olmasini sagladi. Ligasyon islemi
sonrasinda PCR iirliniiniin, pPETSUMO vektoriine yerlestigi ve lineer bir yapiya sahip
olan pETSUMO vektoriiniin omp28 precursor gen bolgesinin eklenmesiyle sirkiiler

bir yapiya doniistiigii varsayildi.

4.1.4. E. coli One Shot® Mach1™ T1R hiicrelerine transformasyon ve pozitif

transformant hiicrelerin tespit edilmesi

Omp 28 precursor gen bolgesi yerlestirilen pPETSUMO vektoriiniin ¢ogalmasi
ve stabil bir yapiya kavusmasi igin E. coli One Shot® Machl™TIR hiicrelerine
transfer edildi. Transformasyon 1s1 soku uygulanarak yapildi. Transformasyon
isleminden sonra; 50 pg/ml kanamisinli LB agar besiyerine ekim yapildi.
Transformasyon sonrasinda plazmid igeren koloniler, kanamisine direngli
olduklarindan dolayr kanamisinli besiyerinde ¢ogalip koloni olustururken, plazmid

igermeyen bakteriler direng gosteremediklerinden yok olurlar.

Kanamisinli besiyerinde olusan koloniler, plazmid igerebilirler fakat omp28
precursor gen bolgesini igerip igermediklerinin kontrol edilmesi gereklidir. Bu
yiizden olusan kolonilerden on dort tanesi se¢ildi. Koloniler segilirken; iyi gelismis,
tek ve diger kolonilerden biraz uzakta bulunan koloniler se¢ildi. Kolonilerin uzakta
olmast; koloniden 6rnek alinirken, koloniler arasinda muhtemel kontaminasyonu

onlemek i¢in yapildi.
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Steril bir kiirdan ucuyla kolonilere dokunularak 6rnek alindi. Ornek alinan her
koloni daha onceden isaretlenmis olan 50 pg/ml kanamisinli LB agar besiyerine

kopyalandiktan sonra PCR yapildi.
Kontrol PCR islemi iki farkli sekilde yapildi.

1- Omp28 precursor gen bolgesinin primerleri (omp28 forward, omp28 reverse)

kullanilarak yapilan kontrol PCR

2- Capraz PCR; ¢apraz PCR iki farkli sekilde yapildi:
a) Capraz PCR-A: pETSUMO plazmidinin sumo Forward ve omp28
Reverse primerleri ile yapildi. PCR islemi sonrasinda elde edilen iiriin

858 bp biiyiikliiglinde olacaktir.

b) Capraz PCR-B: pETSUMO plazmidinin T7 Reverse ve omp28
Forward primerleri ile yapildi. PCR islemi sonrasinda elde edilen iiriin

903 bp biiyiikliigiinde olacaktir.

Capraz PCR isleminde iki farkli primer kullanildigindan dolay1 (sumo forward,
omp28 reverse) ortak bir Tm sicakligmin tespit edilmesi i¢in, PCR progranmi
optimize edildi. Optimizasyon sonucunda en uygun anneling programi 55 °C’de 1 dk

35 siklus olarak tespit edildi.

4.1.4.1. Omp28 precursor primerleri kullamlarak yapilan koloni PCR

sonucu

Omp28 precursor gen bolgesinin primerleri ile yapilan PCR islemi; pozitif
kolonilerin igerdigi plazmidlerde omp28 precursor gen bolgesinin olup olmadigini
tespit etmek amaciyla yapildi. Eger mevcut koloni igerisinde omp28 precursor geni

varsa PCR islemi sonucunda, 753 bp biiyiikliigiinde iiriin elde edilmesi gerekir.
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Bu islem i¢in toplam 14 koloniden 6rnek alinarak PCR yapildi. PCR firiinii %
I’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. Sonucta 14 koloninin 10‘nunda

omp28 precursor gen bolgesinin oldugu tespit edildi.

Asagidaki sekilde omp28 precursor primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu
goriilmektedir. Bu iki sekilde ayni jele aittir, Uisteki jel 1 saatlik elektroforez, alttaki
ise 2 saatlik elektroforez sonrasindaki resimdir. Sonugta se¢ilen 14 koloniden 10
‘nunda 753 bp biiyiikligindeki omp28 precursor gen bolgesinin oldugu tespit

edilmistir.

1000 bp
200
800
T00
HO0
200
400
300
200
100

Sekil 4.3. Transformasyon sonras1 Omp28 precursor primerleri kullamlarak yapilan
koloni PCR sonucu; 3, 7, 9 ve 13. bandlar transformasyon sonunda omp28 precursor
genini igermeyen koloniler 1., 2., 4.,5.,6.,8.,10., 11., 12. bandlarda omp28 precursor

genini iceren pozitif koloniler.
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4.1.4.2. Capraz PCR sonucu

Capraz PCR islemi; omp28 precursor gen bolgesini igeren plazmitlere sahip E.
coli One Shot® Machl™TIR bakterilerinde, omp28 gen bolgesinin dogru bir
sekilde plazmide yerlesip yerlesmedigini test etmek amaciyla yapildi. His-sumo-
omp28 precursor rekombinant proteinin sentezlenebilmesi igin, plazmidin sumo
kismindan hemen sonra, omp28 precursor gen bolgesinin baslangi¢ kodonunun
gelmesi gerekir, aksi durumda omp28 precursor gen bolgesinin stop kodonu N-
terminal kisma geleceginden, His-sumo-omp28 precursor rekombinant proteinin

yerine, yalnizca His-sumo proteini tiretilir.

Omp28 precursor gen bolgesini icerdigi tespit edilen 10 koloniden 5 tanesi
alinarak capraz PCR-A ve PCR-B islemi yapildi. Capraz PCR islemi sonunda segilen

5 koloninin tamaminda pozitif sonug elde edildi.
Asagidaki agaroz jel resminde farkli biiyiikliikte 3 farkli band gézlenmektedir;
1-5. bandlar 858 bp uzunlugunda ¢apraz PCR-A sonucu, 6-10. bandlarda 903
bp uzunlugunda ¢apraz PCR B sonucu ve 11-14.bandlarda ise kontrol amaciyla
konulan 753 bp biiytikliigiindeki omp28 precursor PCR sonucu gozlenmektedir.
Asagidaki sekilde capraz PCR islemi sonucunda olusan iirlin miktar az

oldugundan, goriintiiniin daha iyi goriilmesi i¢in % 1’lik agaroz jelinin 2. ve 3.

saatlerdeki goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil 4.4. Koloni capraz ve omp28 precursor kontrol PCR sonucu; 1-5. bandlar; ¢apraz PCR-A
(sumo Forward ve omp 28precursor reverse primeri ) 6-10. bandlar; capraz PCR-B (T7 reverse ve

omp28 precursor) primerleri ile yapildi. 11-14. bandlar; omp28 precursor primerleri ile yapildi.

Capraz PCR sonucunda pozitif olan 5 koloniden bir tanesi alinarak ¢alismaya
devam edildi. PCR isleminden 6nce LB agar ortamina ekimi yapilan bu koloniye
kiirdan ucuyla dokunularak, yeni bir 50 ng/ml kanamisinli LB agar besiyerine ekimi
yapildi. Bu sayede segilen koloninin teklestirilmesi saglandi. Plazmid izolasyonu
i¢in; inkiibasyon siiresinden sonra besiyerinden bir koloni alinarak 10 ml, 50 pg/ml

kanamisinli LB s1v1 besiyerine ekimi yapildi.
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4.1.5. Plazmid izolasyonu ve kontrol PCR

Cogalan rekombinant E. coli One Shot® Machl ™TIR hiicrelerinden plazmid
izolasyonu yapilarak 100 ul plazmid elde edildi. Plazmidlerin 10 pl’si, agaroz jel
elektroforezinde izole edilen plazmidi goriintiilemek i¢in kullanilirken, bir kismida
capraz PCR ve omp28 precursor PCR islemlerinde kullanildi. Geriye kalan
plazmidler ise sekans analizi ve BL21 (D3) hiicrelerine transfer etmek i¢in — 20 °C
‘de saklandi.

izole edilen plazmidler BL21 (D3) hiicrelerine transfer edilmeden &nce kontrol
ve ¢apraz PCR islemlerine tabi tutuldu. Bu islemler sayesinde transfer isleminden
once plazmidlerin omp28 precursor gen bolgesini igerip igermedigi ve omp28

precursor gen bolgesinin plazmide dogru yonde yerlesip yerlesmedigi test edildi.

Sekil 4.5. izole edilen plazmidlerin omp28 precursor kontrol PCR sonucu;

1-3: omp28 primeri ile yapilan PCR sonucu (753 bp), 4: Negatif kontrol
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Yukarida verilen (Sekil 4.5) incelendiginde; Omp28 precursor primerleri
kullanilarak yapilan plazmid PCR sonucunda 753 bp iiriin olustugu gozlendiginden
dolay1, izole edilen plazmidlerde omp28 prcursor gen bolgesinin oldugu tespit

edilmistir.

Asagida verilen sekil 4,6’da ise; omp28 precursor gen bdlgesinin pETSUMO
plazmidine dogru bir sekilde yerlesip yerlesmedigini test etmek amaciyla yapildi.
Yapilan ¢apraz PCR sonucunda gen bolgesinin plazmide dogru bir sekilde yerlestigi

tespit edilmistir.

Sekil 4.6. Plazmid ¢apraz PCR sonucu;1-2: Capraz PCR-A , 3-4: Capraz PCR-B sonucu
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4.1.6. Sekans analizi

Izole edilen plazmidlerin 50 pl’si sekans analizi igin kullanildi. Sekans analizi
gen aktarimi yapilan plazmitte, genin dogru bir sekilde yerlesip yerlesmedigi ve PCR
islemleri sirasinda eklenen gen bolgesinde herhangi bir mutasyonun olup olmadigini

test etmek amaciyla yapildi.

Sekans analizi ¢ift yonlii Sumo Forward ve T7 reverse primerleri kullanilarak
yapildi. Sekans sonucu http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ adresinden clustal
w2 programi kullanilarak karsilastirildi, sonugta sekans analizi yapilan bolgenin,
omp28 precursor gen bolgesiyle % 97 oraninda benzerlik gosterdigi, farklilik
olusturan kismin ise plazmide ait bolgede oldugu tespit edilmistir. Sekans dizisi,
clustalw2 programiyla, omp28 precursor gen bolgesi ile karsilastirildiginda sekans
sonucunun gen bdlgesiyle tamamiyla benzerlik gosterdigi tespit edildi. Ayrica
sekans sonucu http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ adresinden blastlama yapilarak

sonuglarin dogrulugu teyit edildi.
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sekans AGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATG 60
omp28 = e e e
sekans GAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTATGAACACTCGTGCT 120
OMP28 o ATGAACACTCGTGCT 15
RER R E R R Ik i kb i i
sekans AGCAATTTTCTCGCAGCCTCATTTTCCACAATCATGCTCGTCGGCGCTTTCAGCCTGCCC 180
omp28 AGCAATTTTCTCGCAGCCTCATTTTCCACAATCATGCTCGTCGGCGCTTTCAGCCTGCCC 75
B R R R R i I R I R I S S S
sekans GCTTTCGCACAGGAGAATCAGATGACGACGCAGCCCGCGCGCATCGCCGTCACCGGGGAA 240
omp28 GCTTTCGCACAGGAGAATCAGATGACGACGCAGCCCGCGCGCATCGCCGTCACCGGGGAA 135
B R R R R R e I R I I S
sekans GGCATGATGACGGCCTCGCCCGATATGGCCATTCTCAATCTCTCGGTGCTACGCCAGGCA 300
omp28 GGCATGATGACGGCCTCGCCCGATATGGCCATTCTCAATCTCTCGGTGCTACGCCAGGCA 195
B R R R R R R I S S S S S
sekans AAGACCGCGCGCGAAGCCATGACCGCGAATAATGAAGCCATGACAAAAGTGCTCGATGCC 360
omp28 AAGACCGCGCGCGAAGCCATGACCGCGAATAATGAAGCCATGACAAAAGTGCTCGATGCC 255
B R R R R R I R I R R R I R R I I I e S I S S
sekans ATGAAGAAGGCCGGCATCGAAGATCGCGATCTCCAGACAGGCGGCATCAATATCCAGCCG 420
omp28 ATGAAGAAGGCCGGCATCGAAGATCGCGATCTCCAGACAGGCGGCATCAATATCCAGCCG 315
R R R R R I I R I I I S S S S S
sekans ATTTATGTCTACCCTGACGACAAGAACAACCTGAAAGAGCCTACCATCACCGGCTATTCT 480
omp28 ATTTATGTCTACCCTGACGACAAGAACAACCTGAAAGAGCCTACCATCACCGGCTATTCT 375
B R R R R R I I R S S I S S
sekans GTATCCACCAGTCTCACGGTTCGCGTGCGCGAACTGGCCAATGTTGGAAAAATTTTGGAT 540
omp28 GTATCCACCAGTCTCACGGTTCGCGTGCGCGAACTGGCCAATGTTGGAAAAATTTTGGAT 435
R R R R R R I I R e S S S S
sekans GAATCCGTCACGCTCGGTGTTAATCAGGGCGGTGATTTGAACCTGGTCAATGATAATCCC 600
omp28 GAATCCGTCACGCTCGGTGTTAATCAGGGCGGTGATTTGAACCTGGTCAATGATAATCCC 495
hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkkhkkkkk
sekans TCCGCCGTGATCAACGAGGCGCGCAAGCGCGCAGTGGCCAATGCCATTGCCAAGGCGAAG 660
omp28 TCCGCCGTGATCAACGAGGCGCGCAAGCGCGCAGTGGCCAATGCCATTGCCAAGGCGAAG 555
hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkhkkhkkkkk
sekans ACGCTTGCCGACGCTGCAGGCGTGGGGCTTGGCCGTGTGGTGGAAATCAGTGAACTGAGC 720
omp28 ACGCTTGCCGACGCTGCAGGCGTGGGGCTTGGCCGTGTGGTGGAAATCAGTGAACTGAGC 615
hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkkhkkkkk
sekans CGCCCGCCCATGCCGATGCCAATTGCGCGCGGACAGTTCAGAACCATGGTAGCAGCCGCA 780
omp28 CGCCCGCCCATGCCGATGCCAATTGCGCGCGGACAGTTCAGAACCATGGTAGCAGCCGCA 675
hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkhkkkkkkk
sekans CCGGACAATTCCGTGCCGATTGCCGCAGGCGAAAACAGCTATAACGTATCGGTCAATGTC 840
omp28 CCGGACAATTCCGTGCCGATTGCCGCAGGCGAAAACAGCTATAACGTATCGGTCAATGTC 735
hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkkkkkk
sekans GTTTTTGAAATCAAGTAA 858
omp28 GTTTTTGAAATCAAGTAA 753

khkkhkkkkkkkkkkkkkkk

Sekil 4.7. pPETSUMO sekans analiz sonucu
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4.1.7. E. coli One Shot® BL21 (DE3) bakterilerine transformasyon ve pozitif
transformant hiicrelerin tespit edilmesi

Plazmid PCR ve sekans analizi islemlerinden sonra, kalan plazmidler protein
ekspresyonu saglayan E.coli One Shot® BL21(DE3) hiicrelerine 1s1 soku

uygulanarak, transfer edildi.

Transformasyon sonucunda, plazmidlerin BL21(DE3) hiicrelerine transfer
edilip edilmedigini kontrol etmek amaciyla, transformasyon sonrasinda, transformant
hiicreler 50 pg/ml kanamisinli LB agar besiyerine ekilerek inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonrasinda olusan ii¢ koloni alinarak kontrol PCR islemleri yapildi.

Sekil 4.8. Transformasyon sonrasi E.coli One Shot® BL21(DE3) hiicrelerinin ¢apraz ve omp28
kontrol PCR sonucu; M: marker, 1-3: ¢apraz PCR A sonucu, 4-6: Capraz PCR B sonucu, 7-9: Omp28

kontrol PCR sonucu

PCR islemi sonucunda segilen tiim kolonilerde plazmidlerin BL21 (DE3)
hiicrelerine transfer edildigi tespit edildi. Bu iglemden sonra hiicreler 50 pg/ml

kanamisinli LB si1v1 besiyerine ekilerek, protein ekspresyon islemine gegildi.
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4.1.8. Protein Ekspresyon Bulgulari

Protein ekspresyonu i¢in 40 pl rekombinant E.coli BL21 (D3) kdiltiir ortamu,
20 ml 50 pg/ml kanamisinli LB sivi ortama eklenip, 37 °C, 200 rpm’de yaklasik
olarak 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda spektrofotometrede 600 nm’de
absorbansin 0.5 oldugu tespit edildikten sonra kiiltiir ortami 10 ml lik iki tlipe ayrildi.
Tiiplerin birine son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG eklendikten sonra 1.
saatten baslanarak saat basi 7.saate kadar kiiltliir ortamindan 1 ml ‘lik kiltiir ortami

alinarak SDS page yapildu.

Optimum protein ekspresyonun yapildig1 ortam sartlarin tespit etmek amaciyla
cesitli denemeler yapildi. Oncelikle His-Sumo-omp28 precursor fiizyon proteinin
inkliizyon taneciklerine donlismeden tretilmesi i¢in 1 mM IPTG ile 30 OC’de farkli
stirelerde inkiibe edilerek 1-5. saatlerde 6rnek alinip, protein ekspresyon seviyesi
SDS PAGE yapilarak incelendi. Farkli inkiibasyon stirelerinde 6rnek alinarak protein
ekspresyon seviyesine bakildi. Her saat bagi alinan 6rnek IPTG ilave edilmis grup,

IPTG ilave edilmemis grup ile karsilastirilarak incelendi.

Sekil 4.9.30 °C, 1 mM IPTG ortamindaki protein ekspresyon seviyesinin SDS page goriintiisii:

M: marker, 1.band: 1. saat IPTG (-), 2.band: 1. saat IPTG (+), 3.band: 2. saat IPTG (-), 4.band: 2.
saat IPTG (+), 5.band : 3. saat IPTG (-), 6.band : 3. saat IPTG (+), 7.band : saat IPTG (-), 8.band :
4. saat IPTG (-), 9.band : 4. saat IPTG (+), 10.band : 5. saat IPTG (+).
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Sonugcta; His-Sumo-omp28 precursor fiizyon proteinin ¢ok az miktarda bazal
ekspresyon seviyesinde iiretildigi tespit edildi. Yapilan denemeler sonucunda protein
ekspresyonu i¢in optimum ortam sicakligmin 37 °C, protein ekspresyon indiikleyici

IPTG konsantrasyonun 1 mM oldugu tespit edildi.

Protein ekspresyonun hangi inkiibasyon siiresinde optimum oldugunu tespit
etmek i¢in, farkli inkiibasyon siirelerinde, protein ekspresyon seviyeleri SDS PAGE
yapilarak gozlendi.

T e

Sekil 4.10. 37 °C de 3-7. saatler arasindaki protein ekspresyon seviyesinin SDS page goriintiisii:

M: marker, 1.band: 3. saat IPTG (-), 2.band: 3. saat IPTG (+), 3.band: 4. saat IPTG (-), 4.band: 4.
saat IPTG (+), 5.band: 5. saat IPTG (-), 6.band: 5. saat IPTG (+), 7.band: 6. saat IPTG (-), 8.band: 6.
saat IPTG (+), 9.band: 7. saat IPTG (-), 10.band: 7. saat IPTG (+)

Sekil 4.10‘da wverilen; 3-7. saatlik inkiibasyon sonrasi Kkiiltiir ortami
kullanilarak yapilan SDS PAGE sonucuna gore; protein ekspresyonun 3-5. saatler

arasinda ¢ok az oldugu, 6. saatte basladig1 ve 7. saate kadar devam ettigi tespit edildi.
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Sonraki asamada; elde edilen toplam protein miktarinin hiicre sayisiyla dogru
orantilt olarak artacagi varsayilarak, daha uzun inkiibasyon siirelerindeki protein
ekspresyon seviyesine bakildi. Bu amacla 6-8.saatlerde inkiibasyon yapilarak protein
ekspresyon seviyelerine bakildi. Ayrica bu denemede IPTG eklendikten hemen sonra
(0. saat) ve 1. saatte’de Ornek alinarak diisiik inkiibasyon siiresindeki ekspresyon

seviyesi’de kontrol edildi.

p

Sekil 4.11. 0-1. ve 6-8. saatlik inkiibasyon siirelerindeki protein ekspresyon seviyesinin SDS PAGE
goriintiisii:M: marker, 1.band: 0. saat inkiibasyon IPTG( -), 2. band: 6. saat inkiibasyon IPTG (-), 3.
band: 7.saat inkiibasyon IPTG( -), 4.band: 8.saat inkiibasyon IPTG (-), 5.band: 0.saat inkiibasyon
IPTG (+), 6.band: 1.saat inkiibasyon IPTG (+), 7.band: 6.saat inkiibasyon IPTG (+), 8.band: 7.saat
inkiibasyon IPTG (+), 9.band: 8 .saat inkiibasyon IPTG (+).

SDS PAGE sonucuna gore; 0. ve l.saatlerde protein ekspresyonun olmadigi, 6
saatlik inkiibasyondan sonraki siirelerde ekspresyon seviyesinde azda olsa azalma
oldugu tespit edildi. Sonugta yiiksek miktarda protein ekspresyonu i¢in optimum
inkiibasyon siiresi 6 saat olarak tespit edildi. Protein ekspresyonunda kiiltiir
ortaminin inkiibasyon siiresi tespit edildikten sonra, protein saflastirma asamasinda
yiiksek verim elde etmek i¢in, protein ¢Ozlniirliigliniin test edilmesi gerekir. Bu
yiizden kiiltiir ortamindan elde edilen hiicre peleti, nativ lizis metodu ile lize

edildikten sonra siipernatant kismi SDS PAGE yapilarak goriintiilendi. Sonucta
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stipernatant kisminda His-sumo-omp28 precursor flizyon proteinin olup olmadigi
tespit edildi. Bu sonu¢ His-sumo-omp28 precursor fiizyon proteinin inkliizyon
tanecikleri halinde depolandigin1 gdstermektedir. Inkliizyon tanecikleri halinde
depolanan proteinin agiga c¢ikmast (¢oziiniir yapt kazanmasi) denatiire lizis

metoduyla saglandi.

Rekombinant E.coli BL21 (D3) hiicreleri, denatiire metodla lize edildikten
sonra, SDS PAGE yapilarak gozlendiginde (sekil 4.12) 40 kDa civarinda
rekombinant proteinin belirgin bir sekilde eksprese edildigi tespit edildi. Elde edilen
proteinin verimliligini artirmak amaciyla farkli metodlar denendi. Yapilan denemeler
sonucunda; hiicrelerin 6ncelikle nativ metodla lize edildikten sonra, elde edilen
peletin inkliizyon tanecikleri agisindan zengin oldugu tespit edildi. Nativ lizis sonucu
olusan pelet igindeki inkliizyon tanecikleri denatiire lizis yapildiktan sonra SDS
PAGE yapilarak incelendiginde (Sekil 4.12) protein verimliliginin belirgin sekilde
arttig tespit edildi. Bu sonuglar dogrultusunda protein saflastirma islemi sirasinda

oncelikle nativ lizis iglemi, ardindan denatiire lizis uygulanmasi uygun goriildii.

Sekil 4.12. Denatiire ve nativ metodlarla yapilan protein ekstraklarmin SDS PAGE goriintiisii

M: marker, 1-2.band: Nativ lizis metodla elde edilen E.coli BL21 (D3) hiicre ekstraktinin siipernatant
kismi, 3-4.band: Nativ lizis metoduyla elde edilen E.coli BL21 (D3) total hiicre lizati, 5.band:
Denatiire lizis metodu ile elde edilen BL21 (D3) total hiicre lizati, 6.band: nativ lizis sonucu elde
edilen peletin, denatiire metodla lizis edilmesi sonucu elde edilen ekstrakt.
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Yukaridaki SDS PAGE goriintiisiinde nativ lizis sonrast elde edilen pelete,
denatiire lizis uygulandiginda yiiksek verimde protein elde edildigi tespit edildi.

Sonraki protein saflastirma islemlerinde bu ikili yontem uygulandi.

4.1.9. Protein saflastirma sonucu

His-Sumo-Omp28 precursor proteini rekombinant olarak iiretildikten sonra
protein {iretim konakgist olan E. coli BL-21 (DE3) oneshot hiicrelerinden toplam
protein izolasyonu yapild. Uretilen rekombinant protein, N- terminal kisminda His-
tag kismina sahip oldugu igin histidin’e (His) afinite gosteren Ni-NTA agarose
partikiillerinden olusan affinite kromatografisi ile toplam protein igerisinden

rekombinant protein saflastirilarak, SDS PAGE jelinde goriintiilendi.

E.coli BL21 (D3) hiicreleri, 37 °C’de, 50 ml kiiltiir ortaminda 6 saat 1 mM
IPTG ile indiiklenerek protein ekspresyonu gercgeklestirildi. Protein ekspresyonundan
sonra, elde edilen hiicre peleti (0,68 mg) ekstraksiyon yapilarak lize edildi. Elde
edilen hiicre lizati, Ni-NTA affinite kolonuna yiiklenerek protein saflagtirma

islemine tabi tutuldu.

Affinite kolonunda; ornekler binding buffer (dengeleme tamponu) igerisinde
diliie edilerek kolona yiiklendi, binding buffer yiiklemesi sonucu 6ncelikle, kolona
baglanmayan proteinler kolondan ayrildi, washing buffer (yikama tamponu) kolona
yiiklendiginde ise kolona zayif baglanan proteinlerin kolondan ayrilmasi saglanarak,
yalnizca His-tag kismi igeren His-sumo-omp28 precursor rekombinat proteinin
kolona bagl olarak kalmasi saglandi. En son agsamada ise; imidazol konsantrasyonu
yiiksek eliisyon tamponu kolona yiiklenerek, kolona bagli olan rekombinant His-
sumo-omp28 precursor proteinlerinin kolondan ayrilmas: saglandi. Bu sekilde total
hiicre lizat1 i¢erisinde bulunan yaklasik 3200 protein igerisinden rekombinant His-
Sumo-omp28 precursor proteini saflastirildi.  Saflagtirma esnasinda toplanan
fraksiyonlarin protein miktar1 Bradford metoduyla 6l¢iilerek saflastirma grafigi elde

edildi.
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Ni-NTA affinite kolon saflastirma grafigi
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Sekil 4.13. Protein saflastirma grafigi: B; binding fraksiyonu, W; washing fraksiyonu, E; eliisyon

fraksiyonu

Saflastirma grafigi (Sekil 4.13) incelendiginde dengeleme (binding) tamponun
kolondan geg¢irilmesiyle elde edilen fraksiyonlarda kolona baglanmayan protein
oldugu tespit edilmistir. Yikama (washing) tamponunun kolondan gecirilmesiyle elde
edilen fraksiyonlarda ise kolona zayif olarak bagli olan proteinlerin, artan imidazol
konsantrasyonuna bagli olarak kolandan ayrildig: tespit edilmistir. Yikama tamponu
uygulamasina, elde edilen fraksiyonlardaki protein miktar1 sifir oluncaya kadar
devam edildi. Bu sayede elde edilen His-sumo-omp28 precursor proteinin saflik

derecesi artirilmis oldu.

Yikama tamponu uygulamasi bittikten sonra, eliisyon tamponu kolondan
gecirildi. Eliisyon tamponu yiiksek konsantrasyonda imidazol (300 mM) icerdiginden
dolayi, kolon matriksine bagli olan His-sumo-omp28 precursor proteini, imidazol ile
yer degistirerek kolondan kopar. Bu sekilde eliisyon fraksiyonlarinda ytiksek saflikta
His-sumo-omp28 precursor proteini elde edildi. Elisyon islemine fraksiyondaki
protein miktar1 sifir oluncaya kadar devam edildi. Eliisyon islemi sonucunda protein

miktar1 fazla olan fraksiyonlar bir araya getirilerek depolandi.
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Cizelge.4.1. Omp28 precursor saflastirma tablosu

Total protein (mg) | % verim | % saflik
Ni-NTA affinite kromatografisi | 30 10 96

Ni-NTA affinite kolonu ile yapilan saflastirma iglemi sonucunda, 5 ml eliisyon
fraksiyonu toplandi. Saflastirma sonucunda elde edilen fraksiyonlardaki protein
miktar1 Bradford metodu ile tespit edildikten sonra, saflastirma tablosu olusturuldu.
(cizelge 4.1). Elisyon fraksiyonlarinda elde edilen His-Sumo-omp28 precursor

rekombinant proteinlerin safligit SDS PAGE yapilarak incelendi.

Sekil 4.14. Ni-NTA affinite kolonu ile protein saflagtirma asamalarinin SDS-PAGE
goriintiisii;1.band: Rekombinant E.coli BL21 (DE3) lizis edilmeden yiiriitiilen total hiicre lizati, 2 :
Lizis yapilarak jele yiiklenen E.coli BL21 (DE3) total hiicre lizati, 3: Binding fraksiyonu, 4: 1.
washing fraksiyonu, 5:2.washing fraksiyonu, 6: 3. washing fraksiyonu, 7: 1. eliisyon fraksiyonu, 8:

2. eliisyon fraksiyonu, 9: 3. eliisyon fraksiyonu.

121



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ismail KOYUNCU

} M - 4 75 6 7 8

| T—

| --_

— * -

40 3 s

[ — . T —
35111)5- b
’5'1",‘1'ﬁ

; v

Sekil 4.15. Ni-NTA affinite kolonu ile protein saflagtirma asamalarinin SDS-PAGE
goriintiisii;1.band: Rekombinant E.coli BL21 (DE3) lizis edilmeden yiiriitiilen total hiicre lizati, 2 :
Lizis yapilarak jele yiiklenen E.coli BL21 (DE3) total hiicre lizati, 3: Binding fraksiyonu, 4: 1.
washing fraksiyonu, 5:2.washing fraksiyonu, 6: 3. washing fraksiyonu, 7: 1. eliisyon fraksiyonu, 8:

2. eliisyon fraksiyonu,

SDS PAGE resminde (Sekil 4.14 ve 4.15) total hiicre lizat1 ve saflagtirma
islemi basamaklarinda toplanan farksiyonlardaki proteinler goriilmektedir. Binding
fraksiyonundan eliisyon fraksiyonuna kadar kadar protein bandlarinin sayica azaldig
tespit edildi. Eliisyon fraksiyonunda ise 40 kDa civarinda yalnizca bir band oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglar; Ni-NTA affinite kolonunun eliisyonu sonucunda tek
bir band olarak elde edilen proteinlerin His-Sumo-Omp28 precursor fiizyon proteinin

saf olarak elde edildigini gostermektedir.
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4.1.10. Diyaliz sonucu

Kolondan denatiire sartlar altinda saflastirilan His-Sumo-Omp28 precursor
fiizyon proteinin, refolding (Native hale gelmesi) olmasi i¢in diyaliz edildi. Diyaliz
isleminde gradientli diyaliz islemi uygulandi. Gradientli diyaliz islemi: asamali
olarak iire miktar1 azaltilmis diyaliz tamponlarinda (6M, 4M, 3M, 1M diire igeren)
diyaliz yapilarak saglandi, bu sayede ortamda bulunan iire agsamali olarak azaltildi.
En son asamada ise; His-Sumo-Omp28 precursor fiizyon protein ¢ozeltisinin icerdigi
imidazol ve NaCl konsantrasyonunu azaltmak igin, protein ¢ozeltisi 20 mM Tris-
HCI, pH 8.0; 150 mM NaCl tamponunda bir gece boyunca diyaliz edildi. Bu sayede

sumoprotezin aktivite géstermesi i¢in gerekli optimum ortam saglanmis oldu.

4.1.11. Western Blot sonucu

Saflagtirma isleminden sonra yaklasik 40 kDa biiytikliiglinde olan proteinin
His-Sumo-Omp28 precursor proteinin olup olmadigi, anti-his antikoru kullanilarak
yapilan western blot analizi ile teyit edildi. Western blot yapmadan once ayn1 sekilde
iki SDS PAGE jeli hazirlandi, bu jellerden biri Comassie Brillant Blue ile boyanirken
digeri, boyama islemine alinmadan Western Blotlamada kullanilmak {izere PVDF

membrana transfer edildi.
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Sekil 4.16. Western blot i¢in hazirlanan SDS PAGE jel goriintiisii; M; marker, 1: Total hiicre lizati, 2:

birinci eliisyon fraksiyonu, 3: ikinci eliisyon fraksiyonu

Sekil 4.17. His-Sumo-Omp28 precursor fiizyon Proteininin Western Blot goriintiisii;Western blot
analizinde birincil antikor olarak Mouse Monoklonal Anti-HisG IgG (invitrogen); ikincil antikor
olarak Anti Mouse (goat ) 1gG HRP-conjugated (invitrogen ) kullanilmistir. M: marker, 1: total hiicre

lizat1, 2: birinci eliisyon fraksiyonu, 3: ikinci eliisyon fraksiyonu
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Western blot analizi; saflastirma sonucunda elde edilen yaklasik 40 kDa
biiytikligiindeki proteinin; His-Sumo-Omp28 precursor fiizyon proteini oldugu

kesinlik kazanmustir.
4.1.12. Dot Blot Sonucu

Dot blot analizi; 1- protein saflastirma islemi ve western blot analizinden 6nce
elde edilen hiicre ekstraksiyonunda His-Sumo-Omp28 precursor flizyon proteininin
olup olmadigini, 2- saflastirilan His-Sumo-Omp28 precursor fiizyon proteininin
farkli diliisyonlardaki anti-His reaksiyonunu test etmek amaciyla yapildi. Bu sayede

saflastirma ve iiretim agsamasinda meydana gelebilecek aksakliklar 6nlenmis oldu.

3 4
Sekil 4.18. Rekombinant BL21 (D3) total hiicre lizati ile yapilan dot blot goriintiisii:
1: 1/200 diliisyon, 2: 1/100 dilisyon, 3: 1/50 dilisyon, 4: 1/25 diliisyon

Hiicre ekstraksiyonu sonucu elde edilen lizat kullanilarak yapilan dot blot
sonucunda, rekombinant E.coli BL21 (D3) hiicreleri igerisinde His-Sumo-Omp28

precursor fiizyon proteininin yiiksek miktarda ekprese edildigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.19: Ni-NTA affinite kolonu ile saflagtirma sonrasi elde edilen His-Sumo-Omp28 precursor

fiizyon proteinin dot blot goriintiisii; 1: 1/100 diliisyon, 2: 1/200 diliisyon, 3: 1/400 diliisyon 4: 1/800
diliisyon, 5: 1/1000 diliisyon sonucu

Ni-NTA affinite kolonu ile yapilan saflagtirma islemi sonrasinda elde edilen
fraksiyonlarda His-Sumo-Omp28 precursor fiizyon proteininin yiikksek miktarda saf

olarak elde edildigi tespit edilerek sonraki agamalara giivenilir bir sekilde gegilmistir.

4.1.13. Sumo proteazla kesim sonucu

Sumo proteaz enzimi; His-Sumo-Omp28 precursor proteininin His-Sumo-
kismin1 keserek nativ omp28 precursor proteinin elde edilmesini saglar. Ni-NTA
affinite kolonu ile saflastirma isleminden sonra elde edilen His-Sumo-Omp28
precursor flizyon proteini diyaliz edildikten sonra, proteaz islemine tabi tutuldu.

Sumo proteazla kesim sonucu SDS PAGE yapilarak goriintiilendi.
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Sekil 4.20.: Sumo protezla kesim sonucu elde edilen SDS PAGE goriintiisti; M: Marker, 1. band: Ni-
NTA affinite kolonu ile saflastirilan rekombinant His-Sumo-omp28 fiizyon proteini, 2.band:
rekombinant His-Sumo-omp28 proteinin kesim sonucu olusan iriinler; en iste 40 kDa civarinda
kesilmemis recombinant His-Sumo-omp28 flizyon proteini, ortada 25 kDa civarinda omp28
precursor proteini ve altta His-Sumo proteini, 3.band: Sumo proteaz kesim sonucu olusun {iriiniin ,
Ni-NTA affinite kolonuna yiiklendikten sonra elde edilen nativ omp28 proteini.

Sumo proteaz kesim sonucunda {i¢ band gozlendi. Bunlar 1- Kesim sonucunda
kesilmeden kalan 40 kDa biiyiikliigiinde olan His-Sumo-omp28 precursor fiizyon
proteini, 2- yaklasik 25 kDa biyiikliigiindeki omp28 precursor proteini 3- His-Sumo
proteini. Kesim sonucu elde edilen karisim Ni-NTA kolonuna yiiklendikten sonra
kesilmeden kalan His-Sumo-omp28 precursor fiizyon proteini ve kesim sonucu
olusan His-Sumo proteini kolona baglanirken omp28 precursor proteini kolona
baglanmadan ayrilir. Kolondan elde edilen fraksiyonlar toplanarak saf, nativ. omp28
precursor proteini elde edildi.

127



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ismail KOYUNCU

Sekil 4.21. omp28 precursor proteinin saflagtirma ve protezla kesim asamalart sonucu elde edilen SDS

PAGE gorintisii; M: marker, 1. band: Brucella melitensis Revl total hiicre lizati, 2. band:
rekombinant E.coli BL21(D3) total hiicre lizati, 3.band: Ni-NTA affinite kolonuyla saflastirilan His-
Sumo-Omp28 fiizyon precursor proteini, 4.band: His-Sumo-Omp28 fiizyon precursor proteinin sumo
proteazla kesim sonucu olusan iriinler, 5.band: Sumo proteaz kesim sonucu Ni-NTA affinite
kolonuna yiiklendikten sonra toplanan eliisyon fraksiyonu (His-Sumo-Omp28 fiizyon precursor

proteini ve His-Sumo) 6.band: Kesim sonra elde edilen saf Nativ omp28 precursor proteini.

SDS PAGE goriintiisiinde omp28 precursor proteinin E.coli BL21(D3) deki
yapisindan, saf nativ omp28 precursor elde edilinceye kadar ki asamalar

izlenmektedir.
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4.1.14. ELISA sonucu

Tim saflagtirma islemlerinden sonra elde edilen nativ omp28 precursor
proteinin, diagnostik etkinliginin tespit edilmesi i¢in ELISA testi yapildi. ELISA
testi i¢in; saflastirilan omp28 precursor proteini mikropleytlere yapistirilarak indirect
ELISA testi olusturuldu. Indirekt ELISA testinde 30 brucella enfeksiyonlu hasta ve

30 saglikl1 kisinin serumlar1 kullanilarak yapild.

Omp28 precursor proteinin antijenik aktivitesini karsilastirmak amaciyla,
Brucella melitensis Revl total hiicre lizati kullanildi. Sonugta omp28 precursor
proteinin Brucella melitensis Rev1l total hiicre lizatina yakin bir seviyede antijenik
ozellik gosterdigi tespit edildi. Negatif kontrol olarak saglikli insanlardan alinan, kan
serumlarinin kullanildiginda ise total hiicre lizatinda 0,31, omp28 precursor proteinde

ise 0,32 absorbans verdigi tespit edildi.

2,5000
2,0000 T
o 1,5000
(<))
<
a
O 1,0000
0,5000
B B
B.melitensis revl | B.melitensis revl omp 28 precursor | omp 28 precursor
Total Hicre lizati Total Hiicre lizati P p . P p .
proteini (+) proteini (-)
(+) (-)
| Mort 1,9293 0,3106 1,5011 0,3206

Sekil 4.22. Brucella melitensis Rev1 total hiicre lizat1 ve omp28 precursor proteinin ELISA sonucu
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ELISA test sonuglari, rose bengal test sonuclari ile kiyaslanarak omp28
precursor proteinin diagnostik etkinligi arastirildi. Bu amagla ELISA sonuglar1 SPSS
15 programi kullanilarak ROC analizi yapildi. ROC analizi sonucu cut off degeri
0,446 olarak tespit edildikten sonra elde edilen veriler kullanilarak, asagida verilen

tablo hazirland.

Cizelge 4.2. ELISA ve RBT test sonuglari

Rose Bengal Test sonucu

Omp28 precursor ELISA SONUCU | Brucelloz (+) | Brucelloz (-) | TOPLAM
Brucelloz (+) 29 1 30
Brucelloz (-) 4 26 30
TOPLAM 33 27 60

Tablo bilgileri kullanilarak omp28 precursor proteininden elde edilen indirect
ELISA testinin diagnostik etkinligini gosteren veriler hesaplandiginda; sensivite
%87,8 spesifite %96,2 pozitif prediktif deger %96,6 negatif prediktif deger % 78,7
ve testin gecerliligi %91,66 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.3.0mp28 precursor ELISA testinin diagnostik parametreleri

Antijen cutoff | Sensivite | Spesifite | Pozitif Negatif Test
% % Prediktif Prediktif Gegerliligi
Deger Deger %
% %
Rekombinat 0,446 | 87,8 96,2 96,6 78,7 91,66
Omp28 precursor
ELISA testi
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4.2. Tartisma

Bruselloz; Brucella tiirlerinin enfeksiyonu nedeniyle diinya ¢apinda yayilis
gosteren, bakterisidal fagositik etkilerden korunma 06zelligine sahip olmasi ve
makrofaj igerisinde ¢ogalma Ozelliginden dolayi, konake¢r canlida kronik
enfeksiyonlara neden olan zoonotik bir hastaliktir (Enright, 1990; Renukaradhya ve
ark., 2001).

Insanlarda; dalgaln ates, artrit ve osteomyeli sempomlar1 gosteren (Young,
1995) hastalik, basta gelismemis ve gelismekte olan iilkeler olmak iizere, tiim
diinyada ciddi bir ekonomik kayba neden olan 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
Bruselloz en yaygin sekilde pastdrize edilmemis siit ve siit {irlinleri tiikketimi ile
bulagir, fakat aym1 zamanda dogrudan temas yoluylada bulasir. Brucella
organizmalari i¢eren aerosollerde yiiksek derecede enfekte edici etkiye sahiptir. Her
yil 500.000’den fazla yeni insan bruselloz vakasi rapor edilmektedir. Diinya saglik
Orgiitiine gore; bu sayr gercek insidans oranmni biiyiik Olglide, diisiik tahminde

bulundugundan, vaka sayisi dahada fazladir (WHO, 1997).

Heterojen ve zayif spesifik Klinik belirtileri nedeniyle Bruselloz tanisi,
laboratuvar onay1 gerektirmektedir. Laboratuar tani ise ya patojenin izole edilmesi ile
yada spesifik antikorlarin bulunmasi ile konur. Bu hastaligin tanis1 ¢ogunlukla kan
orneklerinden bakteri izolasyonu ve karakterizasyonu ile konulmaktadir. Fakat
sadece brucella izolasyonuna dayali brucella tanisinin birgok sakincalart mevcuttur.
Brucella kiiltiir ortaminda ¢ok yavas bilyiidiigiinden, biiylime siiresi minimum 3-8
giin ve bazende 45 giin siirmektedir. Brucellanin kiiltiir ortaminda yavas biiylimesi
tan1 ve tedaviyi gilinlerce geciktirmektedir. Ayrica brucella kiiltiir tekniginin
duyarliligr ¢ok diisiikk olup, hastaligin evresi, kiiltiir ortami, kan Orneginden elde
edilen canli bakteri durumu ve ayni zamanda kan kiiltlir teknigini uygulayan
personelin niteligi gibi pek ¢ok faktdre baglidir. Bununla birlikte; Brucella tiirleri 3.
siif patojen oldugundan, bu mikroorganizmalarin kullanimi, laboratuvar personeli
icin yliksek risk olusturmaktadir. Dolayisiyla, bakteri izolasyonu bruselloz teshisi

igin uygun bir tan1 aract degildir (Mantur, 2007; Yagupsky, 2000; Young, 1995).
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Brucella tanisinda kiiltiir testlerinin yanisira serolojik ve PCR temelli testlerde
kullanilmaktadir. PCR; hastaligin odak komplikasyonlarinin yani sira, ilk enfeksiyon
veya niiks durumlarinda teshis igin kullanilmaktadir (Fekete, 1990; Queipo-Ortufio,
1997; Morata, 1999; 2001; 2003; Matar, 1996). PCR teknigi, genellikle zaman alict
olmasi, uygulanmasi i¢in yeterli sayida mikroorganizmanin saglanmasi, DNA
izolasyonu gibi 6n agamalara sahip olmasi ve genel teshis laboratuarlarinin kullanimi

icin uygun olmamasi gibi durumlardan dolayr kullanim alami olduk¢a kisitlidir

(Fredricks, 1999; Luk, 1994; Zhong, 1999).

Kendi igerisinde kisitlamalar1 olmasma ragmen, insan ve hayvan brucelloz
teshisinde ¢ogunlukla agliitinasyon testleri basta olmak iizere cesitli serolojik testler
kullanilmaktadir. Bu serolojik testlerde tani genellikle S-LPS’ye kars1 olusmus olan
spesifik antikorlarin saptanmasi temeline dayanir (Alton, 1988; Wright, 1990).
Brucelloz tayininde serolojik olarak; complement fixation test, rose bengal plate test,
standard tube agglutination test, milk ring test ve enzyme-linked immunosorbent
assay gibi testler kullanilmaktadir. Bu testler ELISA harig, genel olarak brucella
hiicre membrani lizerinde bulunan LPS’ye karsi olusmus antikorlarin tespitine
dayanmaktadir. Ancak, genellikle koken olarak ayni LPS yapisina sahip olan;
Yersinia enterocolitica O:9,Vibrio cholerae, Salmonella typhimurium ve Escherichia
coli 0-157 gibi gram negatif bakterilerle capraz reaksiyon verdiklerinden dolay:
yanlis pozitif sonu¢ verme gibi gilivenilir tan1 koyma sorunlart bulunmaktadir
(Corbel, 1995). LPS’ye dayali serolojik testlerden en ¢ok rutin olarak, rose bengal
testi kullanilmaktadir. RBPT bir nokta aglutinasyon teknigi olup, testin duyarlilig1 ve
Ozgilliigl antijenin pH‘s1, ortam sicakligi, antijen ve test serumunun sicakligl gibi
etkenlere bagli olarak degisiklik gosterdiginden hem yanlis hem de dogru pozitif
sonuglar verebilmektedir (Corbel, 1997).

Brusella i¢in tek bir tani testi gelistirilmesi; toplumda brucella kaynakli bir
enfeksiyonun 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynayacagindan dolayi, alaninda bugtinkii
arastirmalarin en 6nemli 6nceligini olusturmaktadir. Suandaki serolojik testler ¢apraz
reaksiyonlar nedeniyle yanlis pozitif sonuglar verdiginden giiniimiizde giivenirligini

kaybetmistir. Ayrica LPS antijeninin iiretimi sirasinda yasanan zorluklar ve biyolojik
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risk olusturmasida, bu nedenler arasinda sayilabilir. Bu tiir nedenler LPS antijeni
yerine, alternatif antijen gelistirme ihtiyacina yol agmaktadir. Bu nedenle, bruselloz
tanisinda; LPS yapisinda olmayan aday antijenlerin arastirilmasi yoniinde ¢esitli
caligmalar yapilmistir. Bu c¢alismalar neticesinde, ¢esitli Brucella proteinlerinin
humoral bagisiklik sistemini tetikledigi tespit edilmistir (Baldi, 1996; Zygmunt,
1994; Cloeckaert, 2001, Hemmen ve ark., 1995; Letesson, 1997; Goldbaum, 1993;
Limet, 1993; Cassataro, 2002; Contreras-Rodriguez, 2006).

Bu sonuglara gore bazi bakteri bilesenlerinin immiinojen, immiin sistemi
aktiflestirici ve koruyucu etkilerinin oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu antijenlerin ¢ogu
tam hiicreler, sonike edilmis hiicre ekstreleri, LPS, ya da sonikasyon ile elde edilmis
hiicrelerden elde edilmis protein ekstraktlarindan olusmaktadir. Tiim bu formlar
farkli Brucella tiirleri arasindaki ortak antijenleri paylagmaktadir. Bu antijenlere kars1
gelistirlen serolojik testler Brucella canis ve Brucella ovis disindaki tiim brucella

tiirlerini algilayabilme 6zelligine sahiptir (Al Dahouk ve ark., 2003).

Bu bakteriyel bilesenler igerisinde 6zellikle yiizey membran proteinleri; as1 ve
tan1 kiti gelistirmek i¢in cazip goriilmektedir. Bakterilerdeki dig membran proteinleri
brucella enfeksiyonun’da konak hiicrenin indiiksiyonu ve immiin yanit
olusturmasinda onemli rol oynamaktadir. Genellikle basarili as1 ve diagnostik
reaktifler Oncelikle antikor olusumu saglayan mikroorganizmalarin ylizeyindeki
yapilardir. Bu yiizden bakterilerdeki yiizey proteinlerinin, asi ve diagnostik

reaktiflerin gelistirilmesi i¢in 6nemli antijenler oldugu diistiniilmektedir.

Bu amagla; gen kiitiiphanesinin olmadig1 zamanlarda Brucella melitensisin 20
kDa (Denoel, 1995), 28 kDa (Lindler, 1996) ve 31 kDa (Vizcaino, 1996) membran
proteinleri ile B. Abortus ait 16.5 kDa (Tibor, 1994), 22 kDa (Tibor, 1996), 25 kDa
(Wergifosse, 1995), 36 kDa (Ficht, 1989), ve B. Ovis’in 25 kDa omp (Cloeckaert,
1996), proteinleri geleneksel yontemlerle klonlanarak iiretilmistir. Sentezlenen bu
omp’ler diisiik molekiil agirliginda olup, rekombinant kiitiiphane verileri ve spesifik
diagnostik ajanlar kullanilarak yapilan immiin reaksiyon sonuglarina gore

tretilmistir.
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B.melitensis ve B.suis genom sekansinin 2002 yilinda yayinlanmasi (Paulsen,
2002) sonucu elde edilen verilere gore; Brucella melitensis’in iki kromozomu
tizerinde 3197 ORF gen bolgesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu biyoinformatik
bilgi Brucella dis membran proteinlerinin klonlanmasi ve liretimi i¢in son derece
yararll bir firsat sagladi. Ayrica, rekombinant proteinlerin gelistirilmesi i¢in biitiin
genom dizileme veri uygulama programinin ilk olarak, Neisseria meningitidis
(Tettelin, 2000) ve Streptococcus pneumoniae igin ortaya konmasi (Wizemann.,
2001), brucella genom bilgilerinin kullanilarak; herhangi bir genin klonlamasi ve
protein iiretimi igin 6nemli bir firsat sagladi. Bu sekilde genom verilerine dayanarak
gelistirilen immiinojenik ve antijenik bakteriyel bilesenler as1 ve diagnostik kit

gelisimi i¢in 6nemli bilesenlerin elde edilmesini saglamistir.

Brucella i¢in gelismis bir tani testi gelistirmek; Brusella enfeksiyonunun
onemli bir sekilde dnlenmesine yardimci olup 6nemli bir toplumsal amaca hizmet
edecektir. Bundan dolayr immiinojenik veya antijenik bakteriyel bilesenlerin
bulunmasi tan1 gelistirme siirecinin 6nemli bir bilesenini olusturmaktadir. Yapilan
cesitli calismalarda, bruselloz tanisi i¢in kullanilabilir testler karsilagtirildiginda,
kronik ve karmagsik durumlarda ELISA testlerinin brucella tespiti i¢in en uygun tani
testi oldugu teyit edilmistir (Araj, 2005). ELISA testlerinin gelistirilmesi igin
genomik bilgi kullanilarak gesitli brucella proteinleri rekombinant olarak tiretilerek,
diagnostik ozellikleri tespit edilmistir (Karina ve ark., 2009; Eoh ve ark., 2010;
Yangy ve ark., 2011; Farahi ve ark., 2012).

Bizde bu calismamizda yeni bir ELISA testi gelistirmek amaciyla; daha 6nce
calisitilmamig Brucella melitensis Revl‘e ait omp28 precursor proteinini rekombinant
tekniklerle ireterek, ilk defa tag kismi icermeyen brucellaya ait bir membran

proteinini nativ bir sekilde tiretmeyi hedefledik.

Brucella’ya ait rekombinant protein iretimi ile ilgili yapilmis olan onceki
calismalarda Brucella abortus (Eoh ve ark., 2010; Karina ve ark., 2009; Gonzalez ve
ark., 2009; Sanjay ve ark., 2008), Brucella melitensis 16M (Cassataro ve ark., 2005;

Pallab ve ark., 2010) ve diger brucella tiirleri kullanilmistir. Calismamizda ise
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giintimiizde hayvanlarda atenue asi1 olarak ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan, Brucella
melitensis’in Revl susuna ait omp28 precursor proteini iiretmeyi hedefledik.
Glinimiizde Brucella melitensis’in Revl susu ¢ok yaygin bir sekilde as1 olarak
kullanilmasima ragmen asili ve asisiz hayvan ayiriminin yapilamamasi en biiyiik
dezavantajint olusturmaktadir. Ayrica bu ayirim yapilamadigindan dolay1 asilama
sonras1 saglikli oldugu varsayillan hayvanlardan elde edilen iiriinlerden, brucella
insanlara bulagsmaktadir. Bu tiir sorunlar ile bolgemizde; brucelloz enfeksiyonunun
fazla goriilmesi ve bu asinin ¢ok kullanilmasindan dolay1 ¢alismamizda Brucella

melitensis’in Rev1’e ait proteini {iretip, bu sorunlara ¢dziim bulmay1 hedefledik.

Brucella susu tespit edildikten sonra; Brucella melitensis’in Revl’e ait
proteomiks verileri; protein bankasinda (ncbi.nlm.nih.gov ve uniprot.org)
incelendiginde, 3200 protein igerdigi ve bu proteinlerin 23’{inlin yiizey membran
proteini oldugu tespit edildi. Bu proteinlerden immiinojen yapida olan membran
proteinleri daha 6nceden yapilmis olan immuproteomiks verileri incelenerek tespit
edildi. Literatiir taramas1 sonucunda; rekombinant omp28’in; brucellaya ait grup 3
membran proteinleri sinifina ait, hiicre periplazmasinda bulunan immiinojen bir
protein olup, mikrobiyoloji kiiltiir testi sonucunda, B. abortus ve B. melitensis
enfeksiyonu oldugu tespit edilmis insan serumlariyla yapilan ¢alismada, hiimoral
immun yanit Urettigi tespit edilerek, brusella i¢in bir as1 adayr olarak

kullanilabilecegi ileri siiriilen bir membran proteinidir (Lindler, 1996).

Brucella melitensis Revl‘e ait omp28 precursor proteini, NCBI genom
bankasindaki ORF gen dizisi (GenBank: AY634231.1) kullanilarak iiretildi. ORF
gen bolgesinin tamami PCR yapildiktan sonra pETSUMO ekspresyon vektoriine
klonlanarak {iretildi. pETSUMO ekspresyon sistemi igerisinde omp28 precursor
geninin klonlanmasi sonucu, yaklasik 40 kDa molekiil agirhginda rekombinant
protein elde edildi. pETSUMO sistemi igerisine klonlama sonucu; omp28 precursor
proteinine yaklagik 13 kDa biiyiikligiinde 6xhis ve sumo tag kisimlar1 eklenerek,
His-Sumo-omp28 precursor proteinin sentezlenmesi saglandi. Klonlanmig {iriiniin
dizisi, gen bankasindaki omp28 precursor gen dizisi ile teyit edilerek tamamen uygun

oldugu tespit edildi.
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Yapilan onceki ¢aligmalarda klonlama ve ekspresyon vektorii olmak tizere iki
farkli vektor kullanilmistir (Renukaradhya ve ark., 2001; Zygmunt ve ark., 2002;
Cassataro ve ark., 2005; Xuan ve ark., 2005; Gonzalez ve ark., 2009). Bu
caligmalarda; PCR ile ¢ogaltilan gen bolgesinin, klonlama vektoriine aktarilmasi,
genin vektor icerisinde olup olmadiginin teyit edilmesi ve tekrardan klonlama
vektoriinden kesilerek ekspresyon vektoriine aktarma islemleri restriksiyon enzim
kullanimi gerektirerek, rekombinant protein iiretim isleminin uzamasina neden
olmustur. Caligsmamizda ise hem klonlama, hemde ekspresyon ozelligi gosteren
pETSUMO vektorii kullanildi. Bu sayede PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri
kullanilmadan direk olarak A/T klonlama yontemiyle vektore eklenmesi ve protein
ekspresyonunun yapilmasi saglandi. Bu yontem sayesinde, rekombinant protein
ekspresyon iglemini zorlastiran bir ka¢ asama azaltilarak, yontemin daha da kullanish

bir hale gelmesi saglanmis oldu.

E.coli BL21 (D3) hiicrelerine transformasyon yapildiktan sonra, rekombinant
protein ekspresyon seviyesi farkli IPTG konsantrasyonlari, inkiibasyon sicakligi ve
stireleri kullanilarak optimize edildi. Elde edilen sonuglar neticesinde 1mM IPTG
konsantrasyonunda 37 °C’de 6 saat inkiibasyon siiresinin protein ekspresyonu igin

optimum oldugu tespit edildi.

Protein ekspresyonu sonucu olusan proteinlerin saflastirilmasi igin farkli
ekstraksiyon tamponlart kullanilmistir. Bu c¢alismalarin bir kisminda protein
ekstraksiyonu nativ ekstraksiyon yontemlerle saglanirken (Xuan ve ark., 2005;
Cassataro ve ark., 2005; Zygmunt., 2002; Sanjay ve ark., 2008), bir kisminda ise
denatiire ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir (Pallab ve ark., 2010). Calismamizda
ise; daha onceki ¢alismalarin aksine (Xuan ve ark., 2005; Cassataro ve ark., 2005;
Zygmunt, 2002; Sanjay ve ark., 2008) eksprese edilen rekombinant proteinin
cogunlugunun sitoplazmada, inkliizyon tanecikleri halinde depolandigini tespit

ettigimizden dolay1 denatiire lizis yontemini kullandik.

Inkliizyon tanecikleri; protein ekspresyon seviyesinin yiiksek olmasi

neticesinde olusan yaygin bir Ozelliktir. Hiicre igerisindeki protein ekspresyonu
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sonucunda, inkliizyon taneciklerinde, protein agregatlart halinde depolanan
rekombinant  proteinlerin  proteaz  aktivitelerinden = korunmasi  saglanarak,
stabilitelerinin artmasina neden olmaktadir. Protein ekspresyonu sonucu olusan
rekombinant proteinin inkliizyon taneciklerine donilisiimii protein saflastirma
islemlerini zorlastirdigi ve elde edilen protein verimini disiirdigi icin, E.coli
hiicrelerinde inkliizyon taneciklerinin olusumunu engellemek igin ¢esitli ¢alismalar
yaptik. Bu galismalarda; proteini nativ sartlar altinda tiretmek amaciyla hiicrenin
protein ekspresyon seviyesini diisiiren, diisiik sicaklik ortamlarinda (15°C-30°C),
uzun siirelerde (6-24 saat) inkiibasyon ve farkli IPTG konsantrasyonlar1 (0,5-2,0
mM) gibi denemeler neticesinde proteinin inkliizyon taneciklerine doniistimii
engellenemedi. Ayrica eksprese edilen omp28 precursor proteinin tag kisminda
bulunan sumo kisminin; protein ¢oziintirligiinii artirarak, inkliizyon taneciklerinin
olusumu engelleme 6zelligine sahip olabilirligi olmasina ragmen, yinede inkliizyon
tanecik olusumu engellenemedi. Sonugcta iiretilen proteinin membran proteini olmasi
ve ekspresyon seviyesinin ¢ok fazla olmasindan dolay1 inkliizyon tanecikleri halinde

depolandigi sonucuna vardik.

Ekspresyon sonucu hiicre i¢inde inkliizyon tanecikleri halinde bulunan
rekombinant proteinlerin denatiire lizis ortamiyla (8M iire) inkliizyon taneciklerinden
ayrilmas1 saglanarak, saflagtirillmasi saglandi. Saflastirma islemi; His gruplariyla
affinite gosteren Ni-NTA affinite kolonu (Thermo) kullanilarak yapildi. Eksprese
edilen omp28 precursor rekombinant proteini, N-terminal bélgesinde His tag ve
sumo proteini olacak sekilde tasarlandigi i¢in Ni-NTA affinite kolonuyla tek
asamada saflastirildi. Saflastirma isleminden sonra ortamdaki denatiire ajan olan iire
gradientli diyaliz islemiyle ortamdan uzaklastirilarak, proteinin katlanmasi

saglanarak nativ forma doniistiirtildii.

Kumar Ashu ve ark., 2012; Brucella melitensis 16M romp28 protein
ekspresyonu i¢in farkli vektér ve ekspresyon sartlarinda yaptiklari saflagtirma
sonrasinda; nativ sartlarda 1,2 mg/l ile 12 mg/l arasinda recombinant protein elde
ederken, denatiire sartlar altinda ise 90 mg/I-150 mg/l protein elde etmislerdir.

Protein verimindeki artisin en onemli etmeni ise kuvvetli bir rediikleyici olan pB—
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mercaptoetanoliin kullanilmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir. Calismamizda
ise 30 mg/l protein elde ettik. Bu ¢alismaya gore elde ettigimiz protein veriminin az
olmasinin nedeni, denatiire ortamda B-mercaptoetanol kullanmamizdan kaynaklandi.
B-mercaptoetanol; kullandigimiz Ni-NTA affinite kolonuna zarar verdigi igin
kullanilmadi. Sonraki c¢alismalarda [B-mercaptoetanolden etkilenmeyen kolon

kullanilirsa daha yiiksek verim elde edilebilir.

Brucellaya ait rekombinat protein iiretimiyle yapilan Onceki calismalarda
(Pasquevich ve ark., 2009; Eoh ve ark., 2010; Yangy ve ark., 2011, Farahi ve ark.,
2012) iiretilen rekombinant proteinler N- veya C- terminal kisminda poli histidin
gruplari olacak sekilde iiretilmistir. Bu sekilde tiretilen proteinler; N veya C terminal
kisimlarinda bulunan His tag gibi gruplarindan dolayir dogal form ozelligine sahip
degildir. Calismamizda ilk defa rekombinant olarak iirettigimiz proteinin N-terminal
kisminda bulunan His-sumo tag kisimlari sumo proteazla uzaklastirilarak nativ
rekombinant protein elde edilmistir. Bu sayede His-tag gruplarindan kaynaklanan
protein modifikasyonlar1 engellenerek, rekombinant proteinin dogal formunda elde

edilmesi saglanmistir.

Calismamiz sonucunda % 96 saflik oraninda dogal bir formda saflastirdigimiz
omp28 precursor proteinin immiinodiagnostik ve immiinojen etkilerini tespit etmek
amactyla indirect ELISA yontemini kullandik. Proteinin immiinojen etkinligi
Brucella melitensis Revl total hiicre lizati ile karsilastirildigina Brucella melitensis
Revl total hiicre lizat1 1,92 absorbas verirken, omp28 precursor proteini 1,5
absorbans vererek total lizata yakin antijenik 6zellikte oldugu tespit edildi. Ayrica
calismamizda omp28 precursor antijenine karsi, brucella enfeksiyonlu insanlarda
olusmus olan antikorlarin tespit edilmesi saglandi. Omp28 precursor antijenine
dayali indirect ELISA testi, Brucella total LPS yapisina dayali RBT testi ile
karsilastirildi. Bunun igin hastanelerden toplanan brucella enfeksiyonlu hasta
serumlar1 kullanildi. Bu sayede brucellozlu hastalarda, brucellaya karsi olugsmus olan

antikorlarin tespit edilmesi saglandi.
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Fakli burcella tiirlerinin farkli proteinleri ile yapilan ELISA ¢alismalarinda;
Renukaradhya ve ark., (2001); Hindistanda sigir brucelozunu teshis etmek i¢in
Brucella abortus 99 susunun diiz lipopolisakaritlerini kullanarak avidin-biotin
enzyme-linked immunosorbent assay (A-B ELISA) kiti yapmuslardir. Testin
etkinligini belirmek amaciyla 500 hasta ve 500 saglikli sigir serumu kullanarak
yaptiklart ELISA sonucunda, iiretilen kitin % 98.8 spesifite ve %. 98.2 sensivite

gosterdigi tespit edilmistir.

Cassataro ve ark (2005); Brucella melitensis 16M bakterisinin omp31
proteinini Pet22+ vektoriine klonlayip iirettikten sonra, indirek ELISA yoOntemiyle
immundiagnostik etkisini arastirmislardir. ELISA islemi icin, brucella enfeksiyonlu
74 insan, 57 koyun ve 47 kopek serumu kullanarak yaptiklari ¢alisma sonucunda;
rekombinant omp31 proteinin, insan serumu ile % 47, koyun % 59, kdpekte ise %

67 pozitif sonug verdigini tespit etmislerdir.

Contreras ve ark.,, (2006); Brucella melitensis 16M‘in 97 kDa‘luk
aminopeptidaz N enzim ( pepN) genini pCR2.1 vektoriine klonlayarak ekprese
ettikten sonra, Ni-NTA affinite kolonuyla saflastirip, diagnostik etkinligini ELISA
testi ile aragtirmislardir. ELISA testini 25 hasta, 53 saglikli insan serumu kullanarak
yapmuglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda % 100 spesifite, % 100 sensivite tespit

etmislerdir.

Pallab ve ark (2010); Brucella melitensis 16 M bakterisinin romp28 proteinini
pPROExHTDb vektoriine klonladiktan sonra, N terminal ksiminda His bulunacak
sekilde iiretmislerdir. Uretilen bu proteinin diagnostik etkisi brucella enfeksiyonlu
koyun, keci, inek ve domuz serumlar1 kullanilarak, ELISA ile tespit edilmistir.
Calismanin sonucunda recombinant proteinin; % 88,7 sensivite, % 93,8 spesifite ve

% 92,9 dogruluk gosterdigi tespit edilmistir.
Eoh ve ark (2010); B. abortus S2308 bakterisinin D-erythrulose 1-phosphate

dehydrogenase (EryC ), Ompl6, PP26 ve CP39 proteinlerini pT7 blue klonlama

vekorii ve ardindan pQE30 vektoriine klonladiktan sonra elde ettikleri rekombinant
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proteinleri ELISA testi yaparak diagnostik degerlerini arastirmiglardir. ELISA i¢in
100 hasta ve 200 saglikli biiyilkbas hayvan serumu kullanilmistir. Pozitif kontrol
olarakta B. abortus S2308 total hiicre lizat1 kullanilmis. Calisma sonucunda Omp16,
PP26, CP39 ve EryC proteinlerinin % 96 spesifite gosterirken, total hiicre lizatinin %
95 spesifite gosterdigi, Omp16, PP26, CP39 ve EryC proteinlerinin sirasiyla % 10, %
51, % 64 ve % 43 sensitivite gosterirken, total hiicre lizatinin % 53 sensitivite

gosterdigini tespit etmiglerdir.

Jinlang Qiu. ve ark., (2012); Yalniz 2010 yilinda 35.000 yeni brucella
vakasinin meydana geldigi Cinde koyun ve kegilerin agilanmasinda kullanilan B.
melitensis as1 susu M5-90 bakterisinin BP26 proteini {iiretip saflastirildiktan sonra,
BP26 proteinin karekterizasyonu ve epitop bdlgelerinin fare ve koyun antikorlariyla
reaksiyonunu incelemek amaciyla yaptiklari ¢calismada BP26 proteinine karst 29
monoklonal antikor sentezlemislerdir. Elde edilen antikorlar BP26 proteinin farkli
biiyiikliikteki peptid kisimlari ile reaksiyona konulup epitop bolgeleri incelendi. Bu
peptidlerden linear epitop ozelligi gosteren rBP26 ve NMP peptidlerinin antikorla
reaksiyonu ELISA ile test edildi. ELISA’da 137 koyun serumu kullanildi. Lineer
peptidlerden ikisinin % 70-65, NMP ise % 90 spesifite gosterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda ise rekombinant olarak iirettigimiz omp28 precursor proteini ile
yapilan indirect ELISA testinin; sensivitesi % 87,8 spesifitesi % 96,2 pozitif prediktif
degeri % 96,6 negatif prediktif degeri % 78,7 ve gegerliligi % 91,66 olarak tespit
edilmistir. Sonug olarak elde ettigimiz bu veriler; daha 6nce anti-brucella antikorlari
saptamak icin farkli hayvan tiirleriyle yapilan calisma sonuclartyla tutarlilik
gostermektedir (Debbarh, 1996; Sanjay ve ark., 2008; Pasquevich ve ark., 2009; Eoh
ve ark., 2010; Yangy ve ark., 2011; Farahi ve ark., 2012). Bu sonuglar neticesinde

Omp28 precursor proteinin diagnostik agidan yararl oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak, calismamizda, rekombinant omp28 precursor proteini kullanarak
yapilan indirect ELISA testi, brucellozlu insan serum 6rneklerindeki anti-Brucella
antikorlarinin tespiti icin yiiksek sensivite ve spesifite gostererek, omp28 precursor

proteininin bruselloz teshisi i¢in 6nemli bir reaktif oldugu ve bruselloz teshisi igin
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yapilacak olan bir indirekt ELISA kiti i¢in potansiyel bir aday oldugunu tespit ettik.
Ayni antijen koyun, keci gibi hayvanlar i¢inde potansiyel bir tan1 ajani olarak hizmet
verebilir. Ayrica bu ¢alisma; B. melitensis Rev1l’in immunoreaktif omp28 precursor
proteinin E. coli sistemi ¢erisinde yiiksek diizeyde tiretilebilecegini ve tek bir adimda
hemen homojen bir hale getilirip, saflastirilabilicegini ortaya cikarmistir. Bu
sonugclar, ¢cok kisa bir siire i¢inde antijenlerin toplu olarak, yiiksek miktarda iiretimi

i¢cin uygun oldugu tespit edilmistir.

Brucella teshisine yonelik yapilan diger ¢alismalar ise su sekildedir;

Zygmunt ve ark., (2002); B.ovisteki BP26 proteininin immiidiagnostik degerini
test etmek igin yaptiklari ¢calismada; BP26 genini, pCP2800 vektoriine klonlandiktan
sonra E.coli’de iiretilen rekombinant proteini, anyon degisim kromatografisi
kullanarak saflastirdilar. Saflastirilan rekombinant proteinin, B.ovis enfeksiyonlu
ineklerden toplanan serulamlarla indirect ELISA yapilarak antijenik 6zelligi tespit
edildi. ELISA sonucunda rekombinant BP26 proteinin % 90 pozitif sonug¢ verdigi
tespit edilmistir. Bu c¢alisma sonucunda rekombinant BP26 proteinin ineklerde

serolojik diagnosis i¢in uygun bir antijen oldugu tespit edilmistir.

Xuan ve ark., (2005); B.susis’e ait yedi dis membran proteinini,
PENTR/SD/D-TOPO  klonlama vektoriine klonladiktan sonra, pETDEST42
ekspresyon vektoriine klonlayarak C terminal kisminda 6-His ve V5 epitop tag kismi
bulunan rekombinant flizyon protein ekspresyonu yapmislardir. Saflastirilan
rekombinant membran proteinlerini, B. melitensis mutant WRRS51 hiicre lizati ile
immiinize edilmis tavsan serumu ve bu serumdan izole edilen IgG antikorlar ile
western blot analizi yaparak antijenik 6zellikleri incelenmistir. Analiz sonucunda
sentezlenen yedi omp proteinin reaksiyon verdigi tespit edilerek, bu proteinlerin

immiindiagnosiste ve as1 reaksiyonlarinda kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.
Sanjay ve ark., (2008); Glinlimiizde Anti-LPS antikorlarini tespit etmeye

yonelik olan serolojik testler yerine alternatif antijen gelistirmek amaciyla yaptiklar

calismada; Brucella abortus’a ait periplasmik Bp26 proteinini, pQE30 UA
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vektoriine klonlayarak iirettikten sonra, iiretilen proteinin antikor baglama kapasitesi,
B.abortus total hiicre lizat1 ile intramuskular olarak immiinize edilen tavsan serumu
kullanilarak tespit edildi. Diagnostik 6zelligi ise 25 brucella enfeksiyonlu ve 50
saglikli sigirdan alinan serumlar ELISA testi yapilarak incelendi. Calisma sonucunda

Bp26 proteinin diagnostik etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Gonzalez ve ark., (2009); Brucella abortusa ait initiation factor 3(IF3) protein
gen bolgesini pUC19 klonlama vektoriine klonlandiktan sonra, Pet-15b protein
ekspresyon vektoriine klonlayip N terminal kisminda His rezidii buluna rekombinant
(IF3) proteini iirettiler. Uretilen proteinle yapilan invitro caligmalarda, proteinin
lenfosit hiicrelerini giliglii bir sekilde sitiimiile ettigini, lenfosit sayisinda artis
meydana getirdigini ve gamma interferon diizeyinde artis meydana getirdigini tespit

etmislerdir.

Pasquevich ve ark., (2009); Brucella abortus’a ait Ompl6 ve Ompl9
proteinlerini rekombinant olarak iirettiler. Uretilen lipoprotein yapidaki Ompl6 ve
Omp19 proteinlerinin bir kismi lipit kismindan arindirildi. Bu sekilde elde edilen 4
farkl1 proteinin; balb/c farelerde brucella enfeksiyonuna karst koruyucu asi
etkinligini test etmislerdir. Bu ¢alismada rekombinant Omp16 ve Omp19 proteinleri
Freund’s adjuvant (IFA) ile karistirarak balb/c farelere inokiile edildi. Pozitif kontrol
olarakta Brucella abortus S19 susu kullanildi. immiin sitem yamit: Flow sitometrik
analiz yapilarak incelendi. Sonugta rekombinant olarak firetilen dort proteinin;
antijene spesifik CD4", CD8" hiicre sayilar1 ve iirettikleri gamma interferon
seviyesinin kontrol grubuna gore daha yiiksek seviyede oldugu, lipid kismi
giderilmis Ompl6 ve Ompl9 proteinlerinin daha iyi immiin yanit olusturdugunu

tespit etmislerdir.

Vahedi ve ark., (2011); Brucella melitensis Revl bakterisinin omp31 proteinini
pET32b(+) vektoriine klonlayp, His-tag iceren rekombinant omp31 proteinin
immiinojen etkisini etkisi arastirmiglardir. Bu c¢alismada iretilen rekombinant

proteinin immiinojen 6zelligi 5 brucella enfeksiyonlu ve 5 saglikli kisinin serumu
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kullanilarak yapilan western blot analizi ile tespit edilmistir. Calisma sonucunda

rekombinant omp31 proteinin immijen oldugu ileri siiriilmiistiir.

Biiytiktanir ve ark., (2011); Sitozolik immunoreaktif B. abortus P17 proteini,
pCold I soguk sok ekspresyon vektoriine pl17 geni klonlanarak Escherichia coli’de
6xHistidin kuyruklu rekombinant protein (rP17) seklinde tretip, Ni-NTA affinite
kromatografisi ve SDS-PAGE sonrasi poliakrilamid jelden elusyonu igeren iki
asamada saflastirillip Western blot yontemi ile inceleme sonucunda, rekombinant

rP17 proteininin immiin reaktifligini korudugunu tespit etmislerdir.

Yangy ve ark., (2011); Brucella melitensis 16M ‘e kars1 koruyucu subunit as1
gelistirmek icin yaptiklar1 bu ¢alismada; Brucella melitensis’in LC-MS/MS ile
ayrilan ¢oziiniir proteinlerini 2-D elektroforez ve immiinblotlama yaptiktan sonra,
¢cozlinlir proteinlerden 27’sinin immiinojen oldugunu tespit etmislerdir. Bu
proteinlerden homocysteine hydrolase proteini pMD18-T klonlama vektoriine
klonlayip sekansladiktan sonra, pET28a ekspresyon vektoriine klonlayip,
rekombinant homocysteine hydrolase proteinini iiretmislerdir. Uretilen rekombinat
proteinin balb/c farelerde antikor iiretimini yliksek miktarda arttirdigi, gamma
interferon ve interlokin-2 olusumunu sitiimiile ettiginden dolayr B.melitensis 16 M

kars1 koruyucu oldugunu tespit etmislerdir.

Farahi ve ark., (2012); Brucella abortusa karsi as1 gelistirmek igin yaptiklari
caligmada; Brucella abortus S19 outer membrane protein 19 proteinini  pET28a(+)
vektoriine klonlayp, iirettikten sonra saflastirdilar. Uretilen rekombinant omp19
proteini balb/c farelere enjekte edilip, fareler immiinize edildikten sonra dalak
hiicreleri izole edilerek, kiiltiir ortamma konuldu. In-vivo ortamda izole dalak
hiicreleri romp19 ile muamele edilerek, romp19 proteinin dalak hiicreleri tizerindeki
sitimiilasyonu incelenmistir. Calisma sonucunda romp19¢un hiicreleri stimiile ettigi
ve eklenen hiicrelerde sayica artis oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
ompl9‘un ilerleyen zamanlarda, Brucella abortus eradikasyonunda etkili bir as1

olacag1 sonucuna varilmstir.
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Simei ve ark., (2012); B. abortus karsi subunit asi gelistirmek amaciyla
yaptiklar1 ¢calismada; B. abortus 544°¢ ait 12 adet proteini Gateway klonlama sistemi
ile pDONR201 klonlama ve PHXGWA ekspresyon vektoriine klonlayarak, 35
rekombinant protein iiretmislerdir. Uretilen rekombinant proteinlerin immiin sistem
tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla oncelikle; kiiltiir ortaminda dalak hiicreleri
ile muamele edilerek, dalak hiicrelerindeki stimulasyon etkileri ve iiretilen IFN-C
(gama interferon) seviyeleri Olgiilmiis sonrasinda balb/c fareler rekombinant
proteinlerle immiinize edildikten sonra farelere B. abortus enfekte edilerek, iiretilen
proteinlerin koruyucu etkileri arastirtlmistir. Caligma sonucunda iiretilen 35
rekombinant proteinden 7 proteinin IFN-c {iretimini gii¢lii bir sekilde stimiile ettigi
ve yalnizca BAB1 1316 (CobB) ve BAB1 1688 (AsnC) proteinlerinin B. abortus
enfeksiyonuna koruyucu etki gosterdigini tespit etmislerdir. Bu iki proteinin subunit

as1 aday1 olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Lei Zhang ve ark., (2012); Brucella melitensis 16M ’in BCSP31 proteinin
rekombinant olarak {iretilmesi ve bu proteine karst monoklonal antikor iiretilerek
brucella diagnosisindeki potansiyel kullanimini tespit etmek amaciyla yaptiklari
calismada; BCSP31 proteinini rekombinat olarak iirettikten sonra bu proteine karsi 2
monoklonal antikor gelistirmislerdir. Elde edilen monoklonal antikorlarin E.coli,
Mycobacterium tuberculosis gibi bakterilerle etkilesim kurmadigi yalnizca
B.melitensis BCSP31 ile reaksiyon verdigini tespit ettikleri i¢in gelecekte brucella

tanisinda etkin rol oynayacagini belirtmislerdir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonugclar

Diinyada 6nemli halk sagligi problemlerinden biri sayilan brusellozun etkeni
olan Brucella cinsi bakteriler fakiiltatif hiicre i¢i bakterilerdir. Diinya saglik Orgiitii
(WHO) ve diger uluslararasi saglik kuruluslar1 (OIE ve FAO ) tarafindan diinyadaki
en yaygin zoonoz olarak kabul edilen bruselloz, hayvanlarda meydana getirmis
oldugu ekonomik kayiplarin yani sira, bu hayvanlarla direkt temasta bulunan veya
bunlara ait kontamine siit ve siit iiriinlerini tiikketen insanlar1 da etkileyerek 6nemli bir

halk saglig1 problemi olusturmaktadir.

Insanlarda gastrointestinal sistem, deri veya solunum yoluyla viicuda alinan
brucellalar, hematojen yolla RES organlarina yayilmakta ve ozellikle karaciger,
dalak, kemik iligi, bobrek, santral sinir sistemi, endokard, testis ve overler ile biiyiik
eklem ve vertebralara yerlesim gosterebilmektedir (Cengiz, 2007; Yilmaz, 2007).
Viicuttaki tiim organlarda bruselloza bagli tutulum meydana gelebileceginden dolayz,
hastalik ¢ok c¢esitli klinik tablolarla ortaya c¢ikabilmektedir. Klinik belirtiler
nonspesifik olup; yiiksek ates, terleme, titreme, sirt ve eklem agrilari, miyalji ve
atralji gibi bulgularla kendini gostermektedir (Cengiz, 2007). Brusellozun seyrine
gore gastrointestinal sistem, iskelet sistemi, sinir sistemi veya kardiyovaskiiler sistem
gibi ¢esitli organ ve sistem tutulumlart meydana gelebildigi; bununla beraber
tilkemizdeki olgu serileri klinik yonden incelendiginde ozellikle gastrointestinal
sistem ve kas iskelet sistemi tutulumlarinin 6n plana ciktig1 ifade edilmektedir (Yiice

ve Cavus, 2006).

Brusellozda genel enfeksiyon belirtilerinin yaninda 6zgiil klinik belirtilerinin
olmamasindan dolayr laboratuvar tan1 yontemleri ©on plana ¢ikmistir.
Mikroorganizmanin izolasyonundaki gii¢liiklerden dolay1 serolojik yontemlerden
daha fazla yararlanilmaktadir. Brusellozun tanisinda kiiltiir yontemlerinden daha hizli

ve duyarli olan bu yontemler hastaligin tanisinda yaygin olarak kullaniimaya
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baslanmistir. Insanlarda goriilen bruselloz vakalarinda tani; alman anamnez, fizik
muayene bulgular1 ve laboratuar testleri neticesinde ortaya konmaktadir. Teshiste
baslica Rose-Bengal testi (hizli tarama testi), Serum Tiip Aglutinasyon testi (STA),
2-Merkaptoetanol testi, Brucella Coombs testi, Komplement Fiksasyon testi gibi

serolojik testlerden yararlanilmaktadir (Yetkin ve Iraz, 2006).

Bu serolojik testler ¢apraz reaksiyonlar nedeniyle yanlis pozitif sonuglar
verdiginden giinimiizde giivenirligini kaybetmistir. Ayrica LPS antijeninin iiretimi
sirasinda yaganan zorluklar ve biyolojik risk olusturmasi da, bu nedenler arasinda
sayilabilir. Bu tiir nedenler LPS antijeni yerine, alternatif antijen gelistirme ihtiyacina
yol agmaktadir. Bu yilizden Brusellozun immiinolojik ¢aligsmalarinda temel gaye, LPS
yapisinda olmayan yeni antijenlerin tespit edilmesi ve LPS antijenlerinin neden
oldugu sakincalar1 ortadan kaldirmaktir (Lindler, 1996; Debbarh, 1996; Cloeckaert,
2001).

Bu yiizden LPS yapisinda olmayip, insan ve hayvanlar i¢in immiinojenik ve
antijenik 6zellik gdsteren bakteriyel bilesenlerin tespit edilmesi igin ¢esitli calismalar
yapilmustir. Son yillarda rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak, daha hizli ve

spesifik tan1 yontemleri gelistirmek i¢in yogun ¢aligmalar yapilmaktadir.

Biz bu ¢aligmay1; Brucella melitensis Revl susuna ait immunojenik yapida
oldugunu diisiindiigiimiiz ylizey membran omp28 precursor proteini rekombinant
DNA teknolojisi ile iiretip affinite kromotografisi ile saflastirdiktan ve
karakterizasyonunu yaptiktan sonra, saflagtirilan proteinleri ELISA ile diagnostik
etkinligini tespit edip, rutin tani testi olarak uygulanabilecek, kisa zamanda sonug
alinabilen, pratik, sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek immunodiagnostik bir test

gelistirmek amaciyla yaptik.

Bu amagla; Brucella melitensis Revl omp28 precursor proteini rekombinant
DNA teknikleri ile tretilerek affinite kromatografisi ile saflastirildi. Calisma kisaca

asagida verilen asamalardan olugsmaktadir;
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1. Brucella melitensis Revl bakterisinden genomik DNA izolasyonu;

Rekombinant omp28 precursor proteinin gen bolgesini PCR ile ¢ogaltmak igin
B. melitensis Rev1’in genomik DNA’s1 izole edildi. Elde edilen DNA sonraki asama
olan PCR isleminde kullanilacagindan dolayr miimkiin oldugunca saf bir sekilde
izole edildi. izole edilen DNA; konsantrasyonu agaroz jel elektroforezinde

goriintiilenerek tespit edildi.

2. Omp28 precursor gen bolgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi:

Klonlama isleminin gergeklesebilmesi i¢in omp28 precursor proteinine ait gen
bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi gerekmektedir. PCR islemini gerceklestirmek igin;
kaynak DNA olarak B. melitensis Rev1’den izole edilen genomik DNA ve genomik
DNA’da omp28 precursor gen bolgesini taniyip, cogaltilmasini saglayacak olan

primerler dizayn edildi.

Primerler; NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/49090354  sitesindeki
B. melitensis Rev1’e ait genom DNA sekans verileri kullanilarak lightsycler (roche)
primer dizayn programi kullanilarak dizayn edildi. Elde edilen genomik DNA ve
primerler kullanilarak PCR islemi yapildi. PCR sonucu elde edilen iiriinler %]l
agaroz jel elektroforezinde goriintillendiginde 753 bp biiyiikliigiinde olan omp28

precursor gen bolgesinin istenilen miktarda elde edildigi tespit edildi.
3. PCRiiriiniiniin pETSUMO plazmidine ligasyonu:

PCR islemi sonrasinda elde edilen omp28 precursor gen bolgesinin E.coli’ye
transfer edilebilmesi ve bu gen dizisinin kullanilarak protein ekspresyonun
gerceklesebilmesi igin bir vektore eklenmesi gerekmektedir.

PCR sonrasinda elde edilen firiinlerin vektore eklenmesi farkli yontemlerle

yapilabilmektedir, bu calismada A/T klonlama ydntemini kullandik. Bu yontemde

kullanilan pETSUMO vektorii, klonlamanin yapilacagi bdlgenin iki ucuna T (timin

148


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/49090354

5. SONUCLAR ve ONERILER ismail KOYUNCU

niikleotidi) eklenerek lineer bir hale getirilmistir. Ayrica iki u¢ kismin sonradan
birleserek sirkiiler yapiya doniigmesini engellemek icin ug¢ kisimlardaki fosfat

guruplar1 defosforilasyon islemiyle ¢ikarilmistir.

PCR isleminde ise ekzoniikleaz aktivitesi olmayan taq polimeraz enzimi
kullanildi. Bu enzim PCR isleminin extension agsamasinda PCR iiriiniiniin 3* kismina
Poli adenin (A) gruplan eklemektedir. Bu islemin istenilen diizeyde gerceklesmesi
icin PCR’1in extension asamasi 10 dk olarak ayarlandi. omp28 precursor gen
bolgesinin PCR sonrast elde edilen iiriinlerinde u¢ kisimlarinda Poli A bulunan

genler elde edildi.

Ucunda T bulunan pETSUMO vektorii ile ucunda A bulunan PCR iiriinleri 1:1
oraninda karistirilarak ligasyon islemine tabi tutuldu. Bu islem sonucunda omp28
precursor gen bolgesinin pPETSUMO vektoriine yerlestirilerek, transformasyonu

yapabilecek rekombinant sirkiiler plazmidler elde edildi.

4. Ligasyon iiriiniiniin klonma konag olan kompotent E.coli One Shot®

Mach1 ™TI1R hiicrelerine transformasyonu

Ligasyon sonrasi elde edilen plazmidler kompotent E.coli One Shot® Machl
™TIR hiicrelerine 42 °C’ lik 1s1 soku uygulanarak transfer edildi. Caligmamizda
kullandigimiz pETSUMO vektorii; hem klonlama hem de protein ekspresyon
plazmidi 6zelligine sahiptir. Ligasyon asamasi sonrasinda elde edilen plazmidler
protein ekspresyonu 6zelligine sahip bakterilere transfer edilmeden dnce, One Shot®
Machl hiicrelerine aktarilarak, omp28 precursor gen bdlgesini dogru bir sekilde

iceren plazmidlerin tespit edilmesi ve plazmidlerin ¢ogaltilmasi saglandi.
5. Transformasyon sonrasi pozitif kolonilerin secilmesi

Transformasyon sonrast omp28 precursor gen bdlgesini iceren hiicrelerin

tespit edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in asagida verilen yontemler kullanilds;
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1- Hiicreler 50 pg/ml kanamisinli besiyerine ekilerek pETSUMO plazmidini
iceren hiicrelerin ayirt edilmesi saglandi. pPETSUMO plazmidi iizerinde kanamisine
direclilik gosteren gen bolgesi oldugundan, yalnmizca plazmidi igeren bakteriler

antibiyotikli ortamda ¢ogalabilmektedir.

2- Besiyerinde olusan kolonilerden 14 tanesi segilerek omp28 precursor gen
bolgesinin primerleri kullanilrak PCR islemi yapildi. PCR islemi sonucunda, 10

koloni pozitif sonug verdi.

3- Omp28 precursor gen bolgesi iceren koloniler tespit edildikten sonra, pozitif
olan 5 koloni ¢apraz PCR islemi yapilarak, omp28 precursor gen bdlgesinin
plazmide dogru bir sekilde yerlesip yerlesmedigi incelendi. Sonugta secilen tiim

kolonilerde genin plazmide dogru yonde yerlestigi tespit edildi.

6. Plasmid izolasyonu ve PCR ile kontrol edilmesi

Kontrol islemlerinden sonra pozitif oldugu tespit edilen koloni segici
besiyerinde c¢ogaltirak, plasmid izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmidler protein
ekspresyon konakgist olan E.coli BL21 (D3) hiicrelerine transfer edilmeden once
kontrol PCR islemi yapildi. PCR islemi sonucunda plazmidin 723 bp’lik omp28

precursor gen bolgesini igerdigi tespit edildi.

7. Sekans analizinin yapilmasi

PCR islemi sonucunda omp28 precursor gen bolgesi iceren pETSUMO
plazmidinde herhangi bir mutasyon olup olmadig1 ve genin plazmid icerisinde dogru
yonde yerlesip yerlesmedigi sekans analizi yapilarak incelendi.

Sonugta pPETSUMO plazmidi igerisinde omp28 precursor gen bdlgesinin

mutasyonsuz, dogru bir sekilde yerlestigi tespit edildi.
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8. Plazmitlerin protein ekspresyon konake¢is1i olan E.coli BL21 (D3)

hiicrelerine transfer edilmesi

Yapilan kontrol islemlerinden sonra izole edilen pETSUMO plazmidi, T7
polimeraz 6zelliginden dolay1 protein ekspresyon konakgist olan kompotent E.coli

BL21 (D3) hiicrelerine 1s1 sokuyla transfer edildi.

9. Transformasyon hiicrelerinin secici besiyerine ekilmesi ve pozitif

kolonilerin PCR ile kontrolii

Transformasyon islemi sonrasinda, hiicreler segici besiyerine ekilerek
cogaltildi. Besiyerinde olusan pozitif koloniler, kontrol PCR islemleri yapilarak
plazmid i¢eren BL21 hiicreleri tespit edildi.

10. Protein ekspresyonu ve protein verimi i¢in optimum ortam sartlarinin

tespit edilmesi

E.coli BL21 (D3) hiicrelerinde protein ekspresyonunun gergeklesebilmesi igin
ortam sartlarinin iyi ayarlanmasi gerekmektedir. Bu sartlar; 1-Protein ekspresyon
indiikleyici madde olan IPTG konsantrasyonu 1mM olarak tespit edildi. 2- BL21
hiicrelerinde optimum protein ekspresyonu i¢in inkiibasyon sartlari; 37 OC “de 6 saat
olarak tespit edildi. 3- Protein ¢oziiniirliigli; hiicrelerde iiretilen His-sumo-omp28
precursor proteinin inkliizyon tanecikleri halinde depolandig tespit edildi. Inkliizyon
tanecikleri igerisindeki proteinin agiga c¢ikartilmasi i¢in denatiire lizis yOntemi

uygulandi. Bu sayede rekombinant proteinin agiga ¢ikmasi saglandi.

11.  BL21 (D3) hiicrelerinin ekstraksiyonu, Ni-NTA affinite kolonu ile

saflastirilmasi ve protein miktarinin tayin edilmesi
Protein saflastirilmasi i¢in her asamada 50 ml kiiltiir ortam1 hazirlandi. 50 ml

kiiltiir ortami protein ekspresyonu sonrasi santrifiij edilerek 0,70 mg hiicre peleti elde

edildi. Elde edilen pelet 8 ml nativ lizis buffer ile lize edildikten sonra inkliisyon
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tanecikleri agisindan zengin olan pelet kismi, 5 ml denatiire lizis buffer ile
ekstraksiyon yapilarak His-sumo-omp28 precursor proteinin ¢oziiniir bir yapi

kazanmasi saglandi. Protein miktar tayini Bradfor metoduyla 6lgiildii.

Nativ lizis sonrasi lizat ortaminda toplam 160 mg (20 mg/ml) protein tespit
edildi. Nativ lizis sonras1 kalan peletin denatiire lizis sonucunda 70 mg protein (14
mg/ml) tespit edildi. Denatiire lizis sonucu elde edilen lizat 1:1 oraninda binding
buffer ile karistirildiktan sonra NI-NTA affinite kolonuna yiiklenerek saflastirldi.
Saflagtirma isleminde eliisyon fraksiyonlar1 toplanarak His-sumo-omp28 precursor

proteini saflastirildi.

12. Saflagtirllan proteinin western blotlama ve dot blotlama ile

karekterizasyonunun yapilmasi.

Saflagtirma islemi sonrasinda elde edilen proteinin molekiil agirligi her ne
kadar 40 kDa civarinda olsa da, proteinin istedigimiz protein olup olmadigin tespit
etmemiz gereklidir. Tespit islemini western blotlama ve dot blot metodlartyla yaptik.
Bu islemde saflastirdigimiz His-sumo-omp28 precursor proteinin u¢ kisminda
bulunan, His guruplarina 6zgii anti-His primer antikoru kullanilarak yapildi. Western
ve Dot blot islemi sonrasinda His-sumo-omp28 precursor proteinin karekterizasyonu

yapilarak, Uiretilen proteinin istedigimiz protein oldugu tespit edildi.

13.  Saflastirilan rekombinant His-Sumo-omp28 precursor proteinin Sumo

proteaz ile kesilmesi

Nativ omp28 precursor proteinini liretmek ve tek sathada saflastirmak igin geni
PETSUMO plazmidine klonladik. Bu 6zellikler petsumo vektoriiniin u¢ kisminda
His-Sumo protein bolgeleri sayesinde saglandi. His kismi sayesinde Ni affinite

kolonu ile proteini saflastirdik. Sumo kismui ise nativ proteini elde etmemizi sagladi.

Rekombinant olarak {irettigimiz His-Sumo-omp28 precursor proteini sumo

proteazla reaksiyona konuldugunda proteaz enzimi sumo ile omp28 precursor
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arasinda bulunan gly-gly peptid baglarimi keserek; His-Sumo ve omp28 precursor
proteinlerini birbirinden ayrilmasini ve omp28 precursor proteinin elde edilmesini

sagladi.

Meydana gelen bu protein karisimi Ni-NTA affinite kolonuna yiiklendiginde
His gruplarina sahip olan His-Sumo ve sumoproteaz proteinleri kolona bagl kaldigi,
nativ omp28 precursor proteinin ise kolondan ayrildig tespit edildi. Bu sayede saf

nativ omp28 precursor proteini elde edildi.

14.  Nativ omp28 precursor proteinin ELISA ile diagnostik 6zelliginin tespit

edilmesi.

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iiretilen nativ omp28 precursor
proteinin, antijenik ve diagnostik 6zelliginin tespit edilmesi i¢in indirect ELISA
yontemi kullanildi. Bu yontem i¢in elde edilen proteinler polistrein nunc marka

pleytlere baglandi.

Diagnostik ve antijenik 6zelliginin tespit edilmesi i¢in Rose bengal testi (+) ve
tiip agliitinasyon sonucu 1/320 olan brucella enfeksiyonlu 30 hasta ile Rose bengal

testi (-) olan 30 saglikli insan serumu kullanildi.

Sonugta; antijenik 6zellik olarak; B.melitensis revl total hiicre lizati pozitif
hastalarda 1,929 abs gozlenirken omp28 precursor proteininde ise 1,501 absorbans
tespit edildi. Bu sonug elde edilen rekombinat proteinin antijenik 6zellik gosterdigini

ortaya ¢ikarmistir.

Diagnostik 6zelliginin tespit edilmesi i¢cin ELISA’ dan elde edilen sonuglar 1-
ROC analizi yapilarak cut off degeri 0,446 olarak tespit edildi. 2-Rose bengal
sonuglari ile kiyaslanarak; sensivite % 87,8 spesifite % 96,2 pozitif prediktif deger %
96,6 negatif prediktif deger % 78,7 ve testin gecerliligi % 91,66 olarak tespit

edilmistir.
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5.2. Oneriler

1. Calismamizda elde ettigimiz nativ omp28 precursor proteini ile elde edilen
indirect ELISA testi; daha fazla brucella enfeksiyonlu insan ve hayvan
serumlar1 kullanilarak diagnostik etkinligi genis bir sahada tespit edildikten

sonra indirect ELISA kiti elde edilebilir.

2. Calisgmamizda rekombinant olarak {irettigimiz nativ omp28 precursor
proteinin kuvvetli antijenik Ozellik gosterdigini tespit ettik. Giiniimiizde
brucellaya karsi, insanlarda kullanilan bir as1 yok, hayvanlarda ise ateniie B.
melitensis Revl as1 olarak kullanilmaktadir. Fakat bu as1 canli bakterilerden
olustugu i¢in, bazi durumlarda saglhkli hayvan1 enfeksiyonlu hala
getirebilmekte, asilanma sonrasinda hayvanlarda abortusa sebebiyet
vermekte, siitiiyle insanlara enfeksiyonu bulastirabilmektedir. B. melitensis
Rev1 asis1 bu tiir dezavantajlara sahip olmasina ragmen, giiniimiizde en etkili
ast olarak kullanilmaktadir. Bundan dolayi, brucellaya karsi zararsiz asi
adaylar1 gelistirme {izerine yogun ¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin
en Onemli kismini ise subunit asilar olusturmaktadir. Subunit asilar ise
genellikle brucella ait yiizey membran proteinleri ve sitozolik yapilardan
olugmaktadir. Caligmamizda elde ettigimiz omp28 precursor proteini’de bir
subunit as1 aday: olarak kullanilabilir. Proteinin bu 6zelligi invivo ve invitro
ortamlarda, interlokin indiikleyici aktivite gibi antijeniteyi ortaya ¢ikaran
calismalar yapilarak tespit edilebilir. Elde edilecek bir subunit asi; basta
bolgemizde olmak iizere diinyanin gesitli bolgelerinde Brucella mellitensis’in
neden oldugu hastaliliklara kars1 bagisiklik saglayarak, olusacak vaka sayinin

azalmasini saglayacaktir.

3. Nativ omp28 precursor proteinin antijenik 6zelligi oldugundan dolayi, omp28
precursor proteini hibridoma ya da faj display tekniklerinde kullanilarak anti-
omp28 precursor monoklonal antikorlari elde edilebilir. Elde edilen bu

antikorlar kullanilarak brucella enfeksiyon siiphesi olan insan veya
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hayvanlarda, kan veya viicut sivilarinda hizli ve hassasiyeti yiiksek bir sekilde
brucella etkeninin varlig1 tespit edilerek, hastaligin erken tanisini saglayacak

immiinohistokimya ya da direct ELISA Kitleri elde edilebilir.

4. Giintimiizde tip ve diger arge ¢alismalarinda kullanilan tani kitleri, enzimler,
asilar ve terapotik ajanlar rekombinant DNA teknikleri kullanilarak
iretilmektedir. Bu kadar genis yelpazede iiriin olusturma potansiyeli olan
rekombinant DNA teknolojisi, ne yazikki iilkemizde ¢ok genis bir yer
bulamamustir. Bu tezde kullanilan rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak
protein iretimi ve saflastirma tekniklerinin tiim asamalari mimkiin
oldugunca ayrintili olarak verilmeye c¢aligilmistir. Bu sayede, bu tekniklerin
tilkemizde daha ¢ok kullanilarak, iilke ekonomisine katma deger saglayarak,
disa bagimliligi azaltacak hali hazirda kullanilan ¢esitli tani kitlerin
tiretilmesinin yani sira, yeni tani kitlerinin, (kanser, markirlart v.b) ortaya

cikarilmasi saglanabilir.

5. Bu caligmada irettigimiz, antijenik Ozellik gosteren, omp28 precursor
proteini immiinaffinite kolon matrikslerinde bir ligand rolii alarak brucella
enfeksiyonlu hayvan ya da insan kaninda, brucellaya kars1 olusan antikorlarin
daha kolay bir sekilde saflastirilmasi igin kullanilabilir. izole edilen bu

antikorlar ise brucella tedavisinde kullanilabilir.
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OZET

Brusella; ozellikle gelismekte olan iilkelerde, hem insan hemde hayvanlarda
yaygin bir sekilde yayilis gosteren dnemli bir zoonotik hastaliktir. Brusellozun ciddi
ekonomik ve tibbi sonuglarindan dolayi, as1 kullanimi yoluyla hastaligi 6nlemek igin
biiylik ¢abalar sarfedilmektedir. Benzer sekilde brucellozun kontrolii, insanlarda ve
hayvancilikta brucella teshisini giivenilir bir sekilde ortaya koyan yontemlere

baghdir.

Diiz Brucella tiirlerinin lipopolisakkarid (LPS) yapist diger antijenik
molekiiller ile kiyaslandiginda bugiine kadarki en giiclii antijenlerdir. Sonug olarak,
Brucella LPS; bruselloz immiin yaniti1 sirasinda en 6nemli antijen olarak kabul
edilmistir. LPS hem asili hem de enfekte hayvanlarin uzun 6miirlii serolojik yanit
vermesine neden olur. Hayvan brucelloz tanisinda Komplement Fiksasyon Test,
Rose Bengal Plate test, Standard Tiib agliitinasyon test, siit ring test ve enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) gibi serolojik testler kullanilmaktadir.

Bu testler, esas olarak, hiicre zarmnin lipopolisakkarid (LPS) yapisina karsi
olusmus antikorlarin tespitine dayanmaktadir. Bu nedenle LPS tabanli serolojik
testler kullanilarak agili ve enfekte hayvanlar arasinda ayrim yapmak zordur. Buna ek
olarak, anti- LPS antikorlarinina dayali testler; Yersinia enterocolitica, Escherichia
coli ve Salmonella sp. tiirleri gibi diger gram negatif bakterilerle capraz reaksiyon
verdiklerinden dolayr yanlis pozitif sonuglar vermektedir. Bu nedenle, bruselloz
immiinolojik ¢aligmalarinin en 6nemli hedefi; LPS antijenlerinin sakincalarini agmak
i¢in yararli olabilecek, lipopolisakkarit yapisinda olmayan antijenlerin tanimlanmasi

olmustur.

Brucella melitensis Revl omp28 precursor proteini; brucellaya ait grup 3
membran proteinleri sinifina ait olup, hiicre periplazmasinda bulunan immiinojen bir
protein olup, anti-brucella antikorlarinin tespit edilmesi i¢in hedef bir proteindir. Bu
calismada B. Melitensis Revl omp28 precursor proteinin, E.coli sistemi igerisinde

ekspresyonu ve saflastirilmasi saglandi. Ayrica saflastirilmis, B. Melitensis Revl
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omp28 precursor’iin diagnostik etkinligi, Sanlurfanin ¢esitli hastanelerinden

toplanan insan serumlart ile incelendi.

B. melitensis Revl susu omp28 precursor geninin klonlanmasi ve ekspresyonu
i¢in kullanildi. E. coli One Shot® Machl ve E.coli One Shot® BL21(DE3) hiicreleri
konakg1 olarak ve pETSUMO plazmidi ise klonlama ve ekspresyon vektorii olarak
kullanildi.

Bu c¢aligma, B. Melitensis Revl‘in tam-uzunluktaki rekombinant omp28
precursor proteinin immiinoreaktivitesini karakterize etmek igin yapildi. Brucella
melitensis Revl omp28 precursor proteinin ampilifikasyonu, gen bankasindaki
AY634231.1 nolu sekans dizisi kullanilarak dizayn edilen primer ¢ifti kullanilarak
PCR ile yapildi. B. melitensis Revl’den genomik DNA izole edilerek, omp28
precursor geninin amplifikasyonu i¢in template olarak kullanildi. Amplifikasyon,
753 bp'lik DNA fragmaninin PCR iiriinii gézlenmesiyle teyit edilmistir. PCR iriinii
ATG baslangis kodonu ve TAA stop kodonunu igerecek sekilde omp28 precursor
gen bolgesinin (ORF) tamamini icermektedir. Omp28 precursor ORF gen bolgesi
250 aminoasiti kodlamaktadir. B. Melitensis Revl omp28 precursor proteinin

tiretilmesi i¢in, ampifiliye edilen DNA, pETSUMO ekspresyon vektoriine klonlanda.

PCR islemi; 94 °C’de 3 dakika 6n denatiirasyon isleminden sonra, 94 °C ‘de 3
dakika denatiirasyon, 65 °C’de 45 saniye annealing ve 72 °C’de 1 dakika extension
olacak sekilde 30 siklus olarak yapildi. Final extension asamasi ise 72 °C ‘de 10 dk
olarak uygulandi. PCR iiriinii TAE buffer ile hazirlanan % 1°lik agaroz jel ile analizi

yapildiktan sonra etidium bromide ile U.V transilluminator ile goriintiilendi.

PCR iiriinleri, saflagtirma islemlerinin kolaylastirilmasi ve sumoproteaz
aktivitesinin gerceklesmesi i¢in N- terminal kisminda alt1 histidin ve sumo bulunan
PETSUMO plazmidine klonlandi. Omp28 precursor gen bolgesi eklendikten sonra
elde edilen pETSUMO plazmidi kompetent One Shot® Machl E. Coli hiicrelerine
transfer edildi. Kanamisine direngli koloniler, 50 pg/ml kanamisin igeren LB medium

ortaminda 37°C calkalamali inkiibatorde OD 600 = 0,5 oluncaya kadar ¢ogaltildi.
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Transformasyon sonucu olusan pozitif One Shot® Machl E. coli hiicreleri, 6nceki

PCR isleminde kullanilan primerler kullanilarak PCR ile tespit edildi.

Plazmidler saflagtirtlip, PCR ile kontrol edildi. Saflastirilan plazmidler % 1°lik
agaroz jelde gorlntiilendikten sonra sekans analizi yapildi. Omp28 precursor
proteinin tiretilmesi i¢in, pPETSUMO Omp28 precursor plazmidi E. coli BL21 (DE3)
hiiclerine transfer edilip, LB kanamisin iceren pleytlere ekilerek pozitif koloniler
tespit edildi. Secilen kolonilerdeki plasmitlerin istenilen gen bdolgesi igerip

icermedigi kontrol etmek icin, plasmitler saflastirilip, PCR ile kontrol edildi.

Bakteri kiiltiir ortam1 OD 600= 0,5 oldugunda, protein sentezlemesi icin
ortama 1 mM IPTG ilave edilerek hiicreler indiiklendi. Bakteriler 37 °C’de 6 saat
inkiibe edildikten sonra, santrifiij edilerek -80°C’de depolandi. Omp28 precursor
proteinin ekspresyonun yiiksek seviyede gerceklesmesi saglandi. Rekombinant
omp28 precursor proteini transformant E. Coli hiicreleri igerisinde g¢ogunlukla
sitoplazmada  inkliizyon tanecikleri halinde depolandi. Hedef proteinin
¢Oziiniirliiglinlin belirlenmesi icin hiicreler lizozim ve nativ buffer icerisinde buz
tizerinde sonikasyon ile lize edildi. Hiicre lizat1 10.000 rpm 30 dk santrifiij edildi.
Stipernatant ¢Oziinlir proteinleri igerirken, pelet kismi c¢oziinmeyen proteinleri
igermektedir. Uretilen proteinlerin ¢ogunlugunun ¢oziinmez fraksiyonlar halinde
oldugunu tespit ettik. Uretilen proteinler, yalnizca 8M iire igeren denatiire sartlarda
ekstrakte edilebilen inkliizyon tanecikleri olarak adlandirilan protein agregatlari
halinde depoland:. Indiiklenmis bir litre kiiltiir ortamindan yaklasik olarak 30 mg

protein saflastirildi.

Eksprese edilen rekombinant protein Ni-agaroz kromatografisi ile saflastirild
ve anti-His antikoru kullanilarak yapilan westernblot ve dot blotla dogrulandi.
Saflastirilan proteinin konsantrasyonu bradford metoduyla tespit edildi. Proteinler
laemmli metoduna gore SDS-PAGE elektroforezine tabi tutulduktan sonra, semi-dry
transblot sistemde nitroseliiloz membrana aktarilarak, membran blok soliisyonu ile

bloke edildi. Transfer edilen proteinler 1:5000 oraninda diliie edilen anti-His antikoru
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ile muamele edildikten sonra, alkalin fosfataz konjuge edilmis sekonder antikor ile

isaretlendi. Reaksiyon ortama BCIP/NBT eklenerek tamamlandi.

Saflasgtirilmis omp28 precursor proteinin brusella teshisindeki etkinligi,
Sanliurfada ¢esitli hastanelerden toplanan serumlarla indirect enzim-linked
immunosorbent assay (ELISA) yapilarak calisildi. Pozitif ve negatif oldugu bilinen
serum Ornekleri kullanildiginda omp28 precursor proteinin brusella enfekte insan
serumlarinda immiinreaktif oldugu tespit edildi. Altmis insan serumu; omp28
precursor antijen tabanli ELISA testi ile tarandi ve sonuglar Rose Bengal Plate
agliitinasyon testi (RBPT) karsilagtirildi. Rekombinant omp28 precursor temelli
ELISA testinin; sensivitesi % 87,8, spesifitesi % 96,2, pozitif prediktif deger % 96,
negatif prediktif deger % 78,7 ve test gecerliligi % 91,6 olarak tespit edildi.
Rekombinant B. Melitensis Revl omp28 precursor proteinin insan bruselloz tanisi

i¢in bir protein antijeni olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Sonug¢ olarak, bizim calismamizda rekombinant omp28 precursor proteini
kullanarak yapilan indirek ELISA testi; Sanliurfanin farkli hastanelerinden toplanan
klinik insan serum oOrneklerinde anti-Brucella antikorlarinin tespiti i¢in yiiksek
duyarhilik ve 6zgiilliikkte oldugunu gostermistir. Ayn1 antijen koyun, ke¢i ve inek gibi
diger hayvan tiirlerinde de diagnostik ajan olarak kullanilabilir Bu ¢alisma aym
zamanda B. melitensis Revl immunoreaktif omp28 precursor proteinin E. coli
sisteminde yiiksek diizeyde tretilebilecegi ve ayrica hemen tek bir adimda homojen

bir sekilde saflastirilabilecegini gostermistir.
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SUMMARY

Brucellosis is a major zoonotic disease widely distributed in both animals and
humans, especially in developing countries. Because of serious economic and
medical consequences of brucellosis, efforts have been made to prevent the disease
through the use of vaccines. Similarly, control of brucellosis is dependent upon

reliable methods for the identification of Brucella in livestock and humans.

The lipopolysaccharide (LPS) of smooth Brucella species is by far the
strongest antigen when compared to other antigenic molecules. Consequently,
Brucella LPS has been considered the most important antigen during immune
response in brucellosis. LPS elicits long lasting serological response in both
vaccinated and infected animals. The serological procedures being used in the
diagnosis of animal brucellosis are complement fixation test, rose Bengal plate test,
standard tube agglutination test, milk ring test and enzyme-linked immunosorbent

assay.

These tests are mainly based on the detection of antibodies directed against the
lipopolysaccharide (LPS) portion of the cell membrane. Therefore it is difficult to
differentiate between vaccinated and infected animals using LPS-based serological
tests. In addition, tests based on anti-LPS antibodies give false positives because of
cross-reactivity with other Gram-negative bacteria like Yersinia enterocolitica O:9,
Salmonella species, Escherichia coli. Therefore, a major goal in immunological
studies of brucellosis has been the identification of non-lipopolysaccharide antigens,

which could be useful to circumvent drawbacks of LPS antigen.

The omp28 precursor protein of Brucella melitensis Revl belongs to group Il
antigens. omp28 precursor is an immunodominant antigen localized in the periplasm
and this protein has been a target molecule for detection of anti-Brucella antibodies.
In the present study we described expression and purification of B. Melitensis Revl
omp28 precursor protein in E. coli system. We further evaluated the diagnostic

potential of purified recombinant omp28 precursor of B. melitensis Revl for
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screening human sera collected from hospitals in Sanlwurfa. B. melitensis Revl strain
was used in the present study to clone and express omp28 precursor gene. E. coli
One Shot® Machl and E.coli One Shot® BL21(DE3) were used as host and

Petsumo plazmid was used as cloning and expression vector.

This study was performed to characterize the immunoreactivity of the full-
length recombinant omp28 precursor protein of B. Melitensis Revl. The
amplification omp28 precursor from B. melitensis Revl was achieved by polymerase
chain reaction using a set of primers which were designed based on the sequence
with accession no AY634231.1. Genomic DNA from B. melitensis Revl strain was
extracted and used as template for amplification of omp28 precursor gene. On
amplification, a product of 753 bp DNA fragment was observed which was further
confirmed PCR. The PCR product contained complete open reading frame (ORF) of
omp28 precursor gene with ATG as start codon and TAA as stop codon. The omp28
precursor ORF encodes 250 amino acids. In order to over produce the omp28
precursor protein of B. melitensis Revl the amplified DNA was cloned into

expression vector, pPETSUMO .

PCR was performed; hot start at 94°C for 3 min, followed by 30 cycles of
denaturation at 94°C for 3 min, annealing at 65°C for 45 s and extension at 72°C for
1 min. Then a final extension step of 10 min at 72°C was performed. The PCR
products were analyzed by electrophoresis on 1% agarose gel in TAE buffer and
visualized by ethidium bromide staining on UV transilluminator.

PCR product was cloned into the pETSUMO plazmid, in which the
recombinant protein includes a six-histidine and sumo tag at the N-terminal end for
easier purification and sumoproteaz activation. The resulting construct, pPETSUMO
Omp28 precursor, was transformed into competent One Shot® Machl E. coli cells.
Kanamycin-resistant colonies were grown until OD 600 = 0,5 in LB medium
containing 50 pg/ml of Kanamycin, at 37°C with agitation. The fidelity of One
Shot® Machl E. coli transformants was verified by PCR reaction using specific

primers of Omp28 precursor that had been previously used for amplification.
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The plazmids were purified and analyzed by PCR. After evaluation on agarose
gel 1%, the purified plazmids were subjected to sequencing. For expression of
Omp28 precursor, the purified pETSUMO Omp28 precursor construct was
transformed in E. coli BL21 (DE3) cells and selected on LB kanamycin plates. To
ensure the integrity of the plazmids in the selected colonies, the plazmids were
purified and then subjected to PCR.

Protein synthesis was induced with 1 mM IPTG (isopropyl B-D-
thiogalactoside) in a culture of bacteria with an OD 600 of 0.5. Bacteria were
incubated for 6 h at 37°C then harvested by centrifugation and stored at -80°C. High
level expression of omp28 precursor was achieved. Recombinant omp28 precursor
was mostly accumulated in the cytoplasm of E. coli transformant as inclusion bodies.
To determine the target protein solubility, the cells were lysed by treating nativ
buffer and with lysozyme, on ice followed by sonication. The cell lysate was
centrifuged at 10.000 rpm for 30 min. The supernatant contains the soluble protein
whereas the pellet contains insoluble proteins. We could detect majority of the
expressed protein in the insolubular fraction. The expressed protein was accumulated
as insoluble aggregates, termed as inclusion bodies, which could only be extracted
and purified under denaturing condition using 8M urea. Approximately 30 mg

protein could be purified from 1 L of induced culture.

The expressed recombinant protein was purified by chromatography through
Ni-agarose and confirmed with Western blot and Dot blot analysis using anti-His
antibody. The concentration of purified protein was determined by Bradford method.
The proteins were subjected to electrophoresis on SDS-PAGE according to Laemmli
and transferred to nitrocellulose membranes in a semi-dry transblot system (sigma).
The membranes were blocked with blocking solution. Transferred proteins were
immunostained with anti-His at a dilution of 1:5000. Secondary antibodies
conjugated to alkaline phosphatase and were used in the assays. The reactions were
developed with BCIP/NBT.
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The efficacy of purified omp28 precursor was studied in an indirect enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) for diagnosis of brucellosis in field sera
collected from different hospital in Sanliurfa. Using known negative and positive
serum samples. it was found that omp28 precursor is immunoreactive to Brucella
infected human sera. Sixty human sera were screened by omp28 precursor antigen-
based ELISA and the results were compared to rose Bengal plate agglutination Test
(RBPT). Recombinant omp28 precursor antigen based ELISA has shown sensitivity
of 87.8%, specificity of 96.2% , positive predictine value 96,6 %, negative predictive
value 78,78 % and accuracy of 91.6%. It was concluded that recombinant B.
melitensis omp28 precursor could be used as a protein antigen for diagnosis of

brucellosis in human

In conclusion, our study has shown that indirect ELISA, using recombinant
omp28 precursor protein, yielded high sensitivity and specificity for detection of
anti-Brucella antibodies in the clinical serum samples of human collected from
different hospital of Sanlurfa. The same antigen could also serve as potential
diagnostic agent for other species of animals like, sheep, goat and raw. This study
has also shown that immunoreactive omp28 precursor protein of B. melitensis Revl
could be expressed at a high level in E. coli system and further purified to almost

homogeneity in a single step.
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