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OZET

Diizenli, O.F., Mycobacterium bovis Antijenlerinin Escherichia colfde Rekombinant
DNA Teknolojisi ile Uretimi ve Alt Birim Asi Gelistirilmesi, Hacettepe Universitesi
Saglhk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Biyoteknoloji Programi Doktora Tezi, Ankara,
2021. Tiberkiloz, uzun vyillardan beri hala 6nlenememis en yaygin bulasici
hastaliklardan birisidir. Hastaligin yayilmasinin Onlenmesi amaciyla insanlarda
kullanimi onaylanmis tek asi BCG asisidir. Ancak BCG asisinin koruyuculugunun kisiler
arasinda degiskenlik gostermesi, enfeksiyonu 6nleyememesi gibi sorunlari ¢c6zmek
Uzere arayislar devam etmektedir. Bu baglamda bu tez calismasinda M. tuberculosis
ve M. bovis'in virtilansinda 6nemli rol oynayan AhpC ve LprG proteinlerinin hem kendi
baslarina hem de BCG ile prime asilamanin ardindan booster asi antijeni olarak
uygulanmalari ile himoral ve hicresel bagisiklik yanit Uzerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi amacglanmistir. Bu amacla AhpC proteinini kodlayan ahpC ve LprG
proteinlerini kodlayan lprG geni M. bovis genomundan polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilmis, bakteriyel ifadeleme vektoriine klonlanmis ve E.coli’de rekombinant
olarak Uretilmistir. Rekombinant proteinler afinite kromatografisi ile saflastiriimis,
elektroforez ve imminoblotlama ydntemleriyle karakterize edilmistir. Ardindan,
rekombinant AhpC ve LprG proteinlerinin yag bazli emilsiyon yapida bir adjuvan olan
Montanide ISA 61VG ile formulasyonlari hazirlanmistir. Asilar farelere uygulandiktan
sonra gelisen himoral ve hiicresel bagisiklik yanitlari ELISA yontemine dayanan
deneylerle arastirilmistir. Fare serumlarinda IgG 6l¢ciimiine dayanan hiimoral yanit ve
IL-12 6lcimiine dayanan hiicresel yanit degerlendirmeleri her iki proteinin de asi
antijeni olarak etkili oldugunu gostermistir. AhpC asisinin iyi bir booster asi adayi

olabilecegi, LprG asisinin ise tek basina daha etkili olabilecegi sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: Tlberkiloz, prime-boost bagisiklama, alt birim asi, LprG, AhpC.

Destekleyen Kurum: Hacettepe Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

Lisansisti Tez Projesi (TDK-2017-16102) ve Hizl Destek Projesi
(THD-2017-15688), Hacettepe Universitesi.
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ABSTRACT

Duzenli, O.F., Production of Mycobacterium bovis Antigens in Escherichia coli by
Recombinant DNA Technology and Subunit Vaccine Development, Hacettepe
University Graduate School of Health Sciences Pharmaceutical Biotechnology
Programme PhD Thesis, Ankara, 2021. Tuberculosis is one of the most common
infectious diseases that has not been prevented for many years. BCG vaccine is the
only vaccine approved for use in humans to prevent spread of the disease. However,
the searches continue to solve problems such as protection of BCG vaccine variations
between individuals, and inability to prevent infection. In this context, evaluatation
of the effects of AhpC and LprG proteins playing an important role in the virulence of
M. tuberculosis and M. bovis, on the humoral and cellular immune responses, alone
or as a booster vaccine antigen after BCG prime vaccination was aimed in this thesis
study. In order to achieve this goal, the ahpC and the IprG genes encoding the AhpC
and the LprG proteins, respectively were amplified from the M. bovis genome by
polymerase chain reaction, cloned into the bacterial expression vector, and
recombinantly produced in E.coli. The recombinant proteins were purified by affinity
chromatography and characterized by electrophoresis and immunoblotting methods.
Subsequently, recombinant AhpC and LprG proteins were formulated with
Montanide ISA 61VG, an oil-based emulsion adjuvant. The humoral and cellular
immune responses were investigated by using ELISA method. Evaluation of humoral
response based on IgG measurement and cellular response based on [L-12
measurement in mice sera showed that both proteins are effective as vaccine
antigens. It was concluded that AhpC vaccine can be a good booster vaccine

candidate, and LprG vaccine may be more effective when administered alone.

Keywords: Tuberculosis, prime-boost immunization, subunit vaccine, LprG, AhpC.

Supporting Institution: Hacettepe Scientific Research Projects Coordination Unit

Graduate Thesis Project (TDK-2017-16102) and Short Term
R&D Funding (THD-2017-15688), Hacettepe University.
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1. GIRIS

Diinya Saghk Orgiitii (DSO) verilerine gore kiiresel capta 10 milyondan fazla
insanin aktif ve 2 milyar insanin da latent formda tliberkiloz (TB) hastasi oldugu
tahmin edilmektedir. Bu nedenle DSO’niin ‘2030 yilina kadar TB hastaliginin
dinyadan eradike edilmesi’ hedefi dogrultusunda yeni veya vyenilikci ilac
tedavilerinin, tani aracglarinin ve korunma yontemlerinin gelistirilmesi temelinde bir
kombine strateji uygulanmaktadir. Bu stratejide oOzellikle yeni TB asilarinin
gelistirilmesi blylik 6nem tasimakta ve buna yonelik pre-klinik ve klinik calismalar
devam etmektedir. Bu asi calismalarinda inaktif mikobakteri suslarindan canli
mikobakteri suslarina, tim hicre lizatlarinin kullanildigi asilardan viral vektor ile
hazirlanan asilara, nikleik asit temelli yaklasimlardan protein antijenlere kadar pek
cok farkli teknolojiden yararlaniimaktadir.

Genetik ozellikleri birbirlerine ¢ok yakin olan Mycobacterium tuberculosis, M.
canettii, M. africanum, M. microti, M. bovis, M. caprae ile M. pinnipedii suslarinin
olusturdugu Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK) hem insanlarda hem de
hayvanlarda TB hastaligina sebep olmaktadir. Etiyolojik olarak incelendiginde M.
tuberculosis temel olarak insanlar enfekte etmektedir. Kompleksin konakgl
enfeksiyonu acisindan en genis spektruma sahip lyesi olan M. bovis ise basta sigir ve
keciler olmak Gzere hem hayvanlari hem de insanlari enfekte etmektedir.

TB, temel olarak TB hastasi bir kaynaktan cikan ve havada saatlerce asili
kalabilen, basil iceren damlaciklarin solunum vyolu ile akcigerlere ulasmasiyla
bulasmaktadir. Bu basiller bazi kisilerde kisa slirede hastalik ortaya ¢ikartirken, bazi
kisilerde ise hastalik olusturmaksizin uyku halinde kalabilmektedir. ikinci durumda TB
enfeksiyonu kisinin bagisiklik sisteminin zayiflamasiyla ortaya ¢cikmaktadir. Hastaligin
bir diger formu olan zoonotik TB ise hasta hayvan veya hayvana ait et Grinleri ile
temas, pastorize edilmemis siit ve siit Grinlerinin tiketilmesi gibi yollar ile hayvandan
insana bulasmaktadir. TB hastaligi viicutta en cok akcigerlerde goriilmekle birlikte
(akciger tuberkilozu), akciger disi organlarda da (akciger disi tliberkiloz)
olusabilmektedir. TB, dnlenebilen ve tedavi edilebilen bir hastalik olmasina ragmen

tim dinyada morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden birisidir. Fransiz



bilim insanlari Albert Calmette and Camille Guérin tarafindan laboratuvarda
Uretilerek izole edilen ve M.bovis var Bacillus Calmette—Guérin (BCG) olarak bilinen
mutant M.bovis susu bugiin TB profilaksisi icin erken ¢cocukluk doneminde uygulanan
tek onayli asi olma 6zelligi tasimaktadir. Ancak bu asinin koruyuculugu bireyler arasi
degiskenlik gostermekte ve TB epidemisini 6nlemekte yetersiz kalmaktadir. TB bugiin
hala ¢6ziim gerektiren 6nemli bir halk saghgi problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu tez kapsaminda bu problemin ¢6ziimiine yonelik olarak gerceklestirilen asi
gelistirme calismalarina katki saglayabilmek amaciyla yenilikci bir asi c¢alismasi
planlanmistir. Yapisi ve immiinojenik karakteri iyi tanimlanmis antijenleri iceren,
enjeksiyon bolgesinde istenmeyen yan etkileri ihmal edilebilir diizeyde olan, en
glivenli asi grubunu olusturan ve gerektiginde bliyik olgekte Uretimi daha hizli ve
kolay olan rekombinant protein iceren altbirim asi gelistiriimesi amaclanmistir. Bu
amac¢ dogrultusunda MTBK virulansinda etkili oldugu bilinen alkil hidroperoksit
rediktaz C (AhpC) ve lipoarabinomannan tasiyici protein G (LprG) proteinleri
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak bakteriyel ifadeleme sisteminde Uretilmis,
saflastirilmis ve adjuvan iceren asi formilasyonlar gelistirilmistir. Gelistirilen asi
formuilasyonlarinin kendi imminojenik etkinlikleri ve BCG ile prime asilanmis

farelerde booster asi etkinlikleri in vivo deneyler ile arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tiiberkiiloz Hastaliginin Tarihgesi

Tuberkiloz (TB) hastaligi insanlik tarihi kadar eski bir hastaliktir. Antik caglara
ait ilk tarihsel kayitlarda yapilan incelemelerde MO 2400’lere ait Misir mumyalarinin
TB’ye 0zgl iskelet bozukluklari sergiledigi bildirilmistir. MS 174'te Yunan Clarissimus
Galen TB semptomlarini ates, terleme, 6ksiirme ve kanh balgam olarak belirlemis,
tedavi olarak temiz hava, sit ve deniz yolculuklarini 6nermistir. Tarih boyunca pek
cok farkl isimle anilan bu hastalik icin, “tUberkiiloz” terimi ilk defa 19. yy'in
ortalarinda Johann Lukas Schélein tarafindan kullaniimistir (1). Ulkemizde ise TB
hastaligi icin halk arasinda “verem” ve “ince hastalik” ifadeleri kullanilmaktadir (2).

1877'de, Theodor Albrecht Klebs ilk defa TB’ye sebep olan patojeni kiltir
ortaminda canli olarak tutmay! basarmis ve laboratuvar hayvanlarinda hastalik
olusturabilmistir. Fakat bu calismada mikroorganizma tanimlanamamistir (3). TB
tarihi, Alman hekim Hermann Heinrich Robert Koch tarafindan 24 Mart 1882’de
Berlin’de, Berlin Fizyoloji Dernegi'nde yapilan “Die Aetiologie der Tuberculose —
Tuberkiloz Etiyolojisi” sunumu ile degismistir. Bu sunumda Koch sadece tanimladigi
tuberkil basilini degil, ayni zamanda basilin bulasici etiyolojisinin gosterilmesi icin
standartlarin ne oldugunu da aciklamistir. Koch’un TB etiyolojisi ile bakteriyolojiye
yaptigi katkilar, 1905’'te Tip ve Fizyoloji alanindaki Nobel Odiili’'nii kendisine
kazandirmistir. Devaminda gelen calismalarda, 1921 yilinda Calmette ve Guerin
tarafindan M.bovis BCG asisi bulunmustur (4). 1939'da Florence Seibert ve John T.
Glenn tarafindan TB enfeksiyonunun diagnozu icin saflastiriimis protein tiirevi deri
testi uygulanmaya baslanmistir. 1944 yilinda Selman Waksman’in streptomisini
kesfetmesiyle TB hastalarinda antibiyotik tedavisine baslanmistir. Bu tedavinin
ardindan 1946’da para-aminosalisilik asit, 1952’de izoniazid, 1954 vyilinda
pirazinamid, 1962 vyilinda etambutol, 1966 vyilinda rifampisin TB tedavisinde

kullaniimaya baslamistir (5).



2.2. Mycobacterium tuberculosis Taksonomisi

M. tuberculosis bakterisinin taksonomik siniflandirmasi:
Alem: Bakteri,

Sube (Phylum): Actinobacteria,

Sinif (Class): Actinobacteria,

Altsinif (Subclass): Actinobacteridae,

Takim (Order): Actinomycetales,

Aile (Family): Mycobacteriaceae,

Cins (Genus): Mycobacterium,

Tur (Species): M. tuberculosis, seklindedir (6).
2.3. Mycobacterium tuberculosis’in Bakteriyolojik Ozellikleri

M. tuberculosis yavas blyiuyen, organik maddeleri aerobik veya anaerobik
solunum ile aynistirarak enerji Ureten (kemoorganotrofik), hareketsiz, spor
olusturmayan, 1-10 um uzunlugunda ve 0.2-0.6 um eninde, hafif kirrml veya diiz
bicimli, aerobik bir basildir. Optimal laboratuvar sartlarinda agar plaklarda 37 °C
sicaklikta her 24 saatte bir sayisi iki katina cikmakta ve taba rengi koloni olusturmasi
yaklasik 3 hafta slirmektedir. Ziehl-Neelsen asit hizli boyama teknigi ile
gorintilenmektedir. Pozitif niasin Uretimi ve nitrat indirgeme gibi biyokimyasal
testler M.tuberculosis’i diger mikobakterilerden ayirmak icin kullanilmaktadir. Ancak
glinimizde bu testlerin yerini cogunlukla polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli
testler almustir (7).

Bakteriyolojik ve genomik benzerlik gosteren mikobakteriler M. tuberculosis
Kompleksi (MTBK) adi verilen bir grup altinda toplanmistir. MTBK icerisindeki
mikobakteri gurubu niikleotit seviyesinde %99 Uzerinde benzerlik gdstermelerine ve
16S ribozomal ribontikleik asit (rRNA) sekanslarinin ayni olmasina karsilik, konakgi
spesifiteleri, fenotipleri ve patojenisiteleri acisindan blyik oOlcide farklihk
gostermektedir (8, 9). Ortak bir atadan tliremis oldugu varsayilan kompleks tyeleri
enfekte ettikleri konakgilarin degiskenlik gostermesiyle birbirinden ayrilmaktadir. Bu

kompleksin tyeleri arasinda M. tuberculosis, M. canetti, M. africanum, M. microti, M.



bovis, M. caprae ve M. pinnipedii bakterileri bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda M.
tuberculosis, kompleksin en iyi bilinen Uyesidir ve diinya tzerindeki insan nifusunun
Ucte birinden fazlasini enfekte ettigi distnidlmektedir. Ayrica insanlarla temas
halindeki hayvanlari enfekte ettigi de bildirilmistir. M. tuberculosis ile yakin iliskili olan
M. canettii ve M. africanum, genellikle Afrikali TB hastalarindan izole edilmektedir.
Kompleksin bir diger liyesi olan M. bovis enfeksiyon spekturumu en genis olan tirdir.
Bu tliriin enfekte ettigi bildirilen konakgilar arasinda insanlar, evcil veya yabani sigirlar
ve keciler yer almaktadir. M. caprae sadece kecilerden izole edilmistir. Bir kemirgen
patojeni olan M. microti, genel olarak tarla farelerinden izole edilmistir, bu tiiriin
bagisiklik sistemi baskilanmis insanlarda da hastalik olusturdugu bilinmektedir (10,
11). Son olarak M.pinnipedii'nin fok baliklarini enfekte ettigi bildirilmistir (12).

MTBK’nin yani sira Tiberkiloz Disi Mikobakteriler (TDM) olarak adlandirilan
bir grup daha bulunmaktadir. Bu grupta toplanmis bakteriler arasinda M. avium
kompleksi (M. avium intracellulare), M. sucrofulaceum, M. kansasii, M. xenopi, M.
marinum, M. ulcerans, M. simiae, M. szulgai, M. fortuitum kopleksi (M. fortuitum-
chelonei), M. chelonae, M. malmoense, M. haemophilum bulunmaktadir (13, 14).
TDM’nin sebep oldugu hastaliklarda en yaygin risk faktort akciger savunmasindaki
yetersizliktir. Bronsektazi, gecirilmis TB, silikoz, kistik fibroz ve kronik obstirtktif
akciger hastaligi diger risk faktorleridir (15). Bu bakterilerin insanlar arasi bulasi nadir
oldugundan tedavisi ve bildirimi zorunlu degildir (16).

Neredeyse tim bakterilerde oldugu gibi mikobakterilerin de membrani hiicre
bilesimini koruyan, hiicreye mekanik destek saglayan ve bakterinin karakteristik
seklinden sorumlu olan bir hiicre duvari ile cevrilmistir. Ancak mikobakterilerin sahip
oldugu hiicre duvari kompleksi Gram negatif ve pozitif bakterilerde bulunan hiicre
duvarlarindan farklilik gostermektedir. Kompleksin en i¢ kismi diger bakterilerde de
var olan plazma membranindan olusmaktadir. Orta tabakadaki cekirdek yapiyi ve
duvar iskeletini mikolik arabinogalaktan pepdidoglikan (mAGP) adi verilen yapi
olusturur. Bu yapi arabinogalaktan ve peptidoglikan polimerlerin mikolik asit
esterlerinden meydana gelmistir (17). Bakteride bulunan mikolik asitler tiire 6zgii

dizenlenmekte olup tiirlerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Mikolik asitlerlerin



bahsi gecen yapilarla kovalent baglanmasi mikomembran olarak ifade edilen ve
oldukca duslik akiskanhk sergileyen hidrofobik bir katman olusturur (18).
Mikomembranin dis kisminda fitiyoserol dimikoserosat (PDIM/DIM), fenolik
glikolipitler (PGL), trehaloz iceren glikolipitler ve silfolipitler (SL) gibi bir dizi serbest
yag asitleri bulunmaktadir. Fosfotidil-miyoinozitol mannozitler, lipomannan (LM) ve
lipoarabinomannan (LAM) gibi bazi glikolipitler plazma membranina bagh haldedir
(19). Mikolik asitler ile etkilesimde olan bu lipitlerin pekcogu mikobakterilere 6zgi
olarak bilinir. Mikobakterinin en dis katmani genellikle kapsil olarak adlandirilir ve
temel olarak glukan ve arabinomannan polisakkaritleri barindirmaktadir (18). M.
tuberculosis’in hiicre duvari sentezi izoniazid, etambutol, etiyonamid gibi anti-TB
ilaclarin hedefidir ve M. tuberculosis hiicre duvarinin sematik gosterimi Sekil 2.1’de

verilmistir (20).
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Sekil 2.1. Mikobakterilerin hiicre duvari yapisi. (Gordon ve Perish’den (20)
degistirilerek)

2.4. Mycobacterium tuberculosis Kiltiirii

Normal olarak bakterilerin boliinmesi dakikalar ile 6l¢clilmekteyken bu siire
M.tuberculosis icin 18-24 saattir. M. tuberculosis‘in yavas bliyimesi sebebiyle genel

bakteriyolojik teknikler bu sus icin kolay uygulanamamaktadir. Ayrica,



M.tuberculosis’in biuylime gereksinimleri primer izolasyondan sonra kimyasal olarak
tanimlanmis ortamda blyimesini engellemektedir. Bu bakimdan bakterinin rahat
blylumesine izin veren ortamlar kati ve sivi ortamlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Kati
ortamlar, yumurta ile zenginlestirilmis gliserol ve asparajin iceren ortamlar ve serum
veya sigir alblimini ile desteklenen agar ortamlarndir. Kati ve sivi ortamlar spesifik
olmayan bakteri Uremesini engellemek Uzere antibiyotikler ile
desteklenebilmektedir. Kati ortamlarin sivi ortamlara gore, karisik kiltlr kolonileri ve
kontaminantlarin gozlemlenebilir olmasi gibi bir GstinlGglt vardir ancak
mikobakterilerin sivi ortamda daha hizli blytdigu bilinmektedir. Ortam se¢imi temel
olarak ornek tipine baghdir. Secici olmayan ortamlar kemik iligi, doku biyopsi
ornekleri, serebrospinal sivi, viicut sivilari gibi steril bolgelerden alinan érnekler igin
uygun bulunurken, antimikrobiyal ajan iceren secici ortamlar genellikle balgam, apse
icerikleri, bronsiyal yikamalar, mide yikama sivisi, idrar gibi kontamine érnekler icin
tavsiye edilmektedir (7).
En sik kullanilan segici-olmayan ortamlar:

e Yumurta temelli ortamlar: Lowenstein-Jensen (LJ) ortami ve Ogawa ortami

e Agar-temelli ortamlar: Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11

e Siviortam: Middlebrook 7H9 besi yeri

Bazi llkelerde mevcut olan ve yaygin kullanilan segici ortamlar:

e Yumurta-temelli ortamlar: Gruft modifiye L) (secici ajan olarak malahit yesili,
penisilin ve nalidiksik asit icerir) ve Mycobactosel LJ (segici ajan olarak malahit
yesili, penisilin, linomisin ve nalidiksik asit icerir)

e Agar-temelli ortamlar: Secici ajan olarak karbenisilin, amfoterisin B, polimiksin
B ve trimetoprim iceren 7H11 (Mitchison’s medium) ortami

e Sivi ortamlar: Genellikle modifiye Middlebrook 7H9 broth ve antibiyotik
karisimi iceren ortamlardir (7).

Bunlarin yaninda, ticari olarak gelistirilmis ve sivi ortamda hizlh sekilde
mikobakteri tespiti saglayan otomatize sistemler de bulunmaktadir. S6z konusu

sistemlere 6rnek olarak BACTEC MGIT 960 system (BD Diagnostic Systems), ESP



Culture System Il (Trek Diagnostic Systems) ve MB/BacT (bioMérieux) gosterilebilir
(7).

Mikobakteriler besiyerlerinde aerobik ortamda, %5-10 CO; varliginda, 35-37
°C’de ortalama 21 gune kadar inkiibe edilir ve kiltir sirelerinin 6-8 hafta oldugu

bilinmektedir (21).
2.5. Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

Diinya Saghk Orgiiti tarafindan yayinlanan “Kiiresel Tiiberkiiloz Raporu”nda
2018 yilinda kiresel 6lcekte, 10 milyon insanin aktif TB hastasi oldugu, HIV-negatif
1.2 milyon kisinin ve HIV-pozitif 251.000 kisinin TB sebebiyle hayatini kaybettigi, tim
TB enfeksiyonlarinin %57’sinin yasi 15’ten bliyik erkeklerden, %32’sininin yasi 15’ten
blyuk kadinlardan ve %11’inin 15 yas alti cocuklardan olustugu, tim TB vakalarinin
%38.6’sinin HIV-pozitif kisilerden olustugu bildirilmistir. TB hastaliginin cografi dagilimi
incelendiginde en yiksek vakadan en disuk vakaya dogru siralama Giiney-Dogu Asya
(%44), Afrika (24%), Bati Pasifik (18%), Dogu Akdeniz (8%), Kuzey-Gliney Amerika (3%)
ve Avrupa (3%) seklindedir. Ayrica, Hindistan (27%), Cin (9%), Endonezya (8%),
Flipinler (6%), Pakistan (6%), Nijerya (4%), Banglades (4%) ve Giney Afrika (3%)
kiiresel TB olgularinin icte ikisinden sorumlu Ulkeler olarak bildirilmistir. ilac-direncli
TB glinimizde halk sagligini tehdit eden 6nemli bir konudur. 2018 yilinda yarim
milyon yeni olguda rifampisin direnci belirlenmistir, rifampisin direnci c¢oklu ilag
direncli TB olgularinin %78’ini olusturmaktadir. ila¢ direncli TB vakalarinda Hindistan
(27%), Cin (14%) ve Rusya Federasyonu (9%) basta gelen ulkelerdir. Kiiresel olarak
yeni TB olgularinin %3.4’0 ve 6nceki olgularin %18’i coklu ilag direncli veya rifampisin-

direncli TB hastasidir (22).



2.6. Klinik Olgularda Tiiberkiiloz Tiirleri

TB hastaliginin klinik olgularda siklikla karsilasilan farkli formlari bu bolimde

anlatilmistir.

2.6.1. Akciger Tiiberkiilozu

Akciger parankimini tutan TB’yi ifade eder. Hastanin tibbi oOykisd, fizik
bulgulari ve akciger filmi birlikte degerlendirilir. Kesin tanisi bakteriyolojik

yontemlerle olup, kimi zaman histopatolojik yontemler de uygulanabilmektedir (2).

2.6.2. Akciger Disi Tuiberkiiloz

Akciger disindaki organ ya da organlarin TB etkeni ile enfeksiyonudur. Bu
hastalik Ulkemizde en yaygin goérilenden baslayarak en az rastlanilana dogru
siralandiginda plevra (plorezi), toraks disi ve ici lenfadenit, periton/gastrointestinal
sistem, genitolriner sistem, omurga disi kemik-eklem, omurga kemik-eklemi, miliyer
TB, menenjit TB, santral sinir sistemi tiberkiilozu (menenjit disi) ve diger organlarda

gorilen TB seklindedir.

2.6.3. Zoonotik Tiliberkiiloz

MTBK lyelerinden M. bovis ve M. caprae suslari hayvanlarda TB olusturan
baslica patojenlerdir. Bu patojenlerin olusturdugu TB’nin klinik ozellikleri M.
tuberculosis tarafindan olusturulan TB’den ayirdedilememekle birlikte genellikle
akciger disi organlarin tutuldugu goérilmektedir. Zoonotik TB durumunda, hastalik
once ve siklikla biylik bas hayvanlarda ortaya ¢cikmaktadir. Yabani hayvanlarda da
goriilen zoonotik TB ekonomik ve ticari acidan ciddi kayiplara sebep olmaktadir (23).
Zoonotik TB insanlara pastorize edilmemis siit ve st Urdnleri gibi besinlerin kullanimi,
hastalikh hayvanla veya bu hayvanin driinleriyle temas veya hastalikli hayvanin
damlaciklarina maruz kalma yoluyla bulasir (24).

M. tuberculosis ile M. bovis ve M. caprae’nin yaygin kullanilan laboratuvar
teknikleri ile ayrimini yapmak c¢ok zor olmakta, bu ayrim icin spoligotiplendirme

yontemi kullaniimasi onerilmektedir (25). MTBK Uyelerinden M. tuberculosis ve M.
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bovis genomlari %99’un Uzerinde bir benzerlik géstermelerine ragmen, M.bovis’in
daha kicik bir genom tasidigini ve kendine 6zgi genler barindirmadigi gosterilmistir
(26, 27). Enfeksiyon olusturduklari ana konakgilar iki tiir arasindaki ana farkliliktir.
M.tuberculosis temel olarak insanlari enfekte ederken, M. bovis’in Bovidae ailesinin
Uyelerinde olusan TB enfeksiyonunun primer kaynagi oldugu bilinmektedir (28).
Bununla birlikte, M.bovis’in sahip oldugu zoonotik karakter dolayisiyla insanlarda
tuberkiiloz olusturabildigi bilinmektedir (29). Pastorize edilmemis veya kontamine stit
Urdnlerinin tiketimi ve basil iceren aeresollerin solunumu M.bovis’in insanlara
bulasmasindaki temel yollar olarak bilinmektedir (30). Bununla birlikte insandan
insana bulas da rapor edilmistir (31, 32). Amerika Birlesik devletlerinde 1994-2005
(33) ve 2003-2011 (34) donemlerini kapsayan calismalarda, cocuklar, yetiskinler ve
yaslilar arasinda M.bovis kaynakh TB insidansinin arttigi gozlenmistir. Benzer sekilde,
2016 yilinda M.bovis kaynakl zoonotik TB yaklasik 147.000 yeni olguya ve 12.500
kisinin de 6limiine sebep olmustur. M.bovis-temelli raporlar géz 6niine alindiginda
2019 yili icin tahmini 140.000 yeni zoonotik TB olgusu beklenmektedir (22, 35, 36).
Ulkemizde hayvan tiiberkiilozu ile miicadele icin Gida, Tarim ve Hayvancilik ve
Saglik Bakanliklarinin hazirladigi; 1986 Tarih ve 3285 sayili Hayvan Saghgi Zabitasi
Komisyonu Kanunu, 1989 Tarih ve 2645 Sayili Hayvan Sagligi Yonetmeligi, 2009 Tarih
ve 27188 sayili Sigir Tiberkiloz Yonetmeligi ile 2010 Tarih ve 5996 sayili Veteriner
Hizmetleri, Bitki Sagligi, Gida ve Yem Kanunu gibi yasal diizenlemelerle yiktumlultkler

belirlenmistir (2).
2.7. Tuberkiilozun Tanisi

TB hastaliginda dogru tani koymak icin, oncelikle uygun 6rnek toplanmasi ve
toplanan 6rneklerin uygun sartlarda laboratuvara naklinin saglanmasi gerekmektedir.
Pulmoner TB hastaliginin bakteriyolojik tanisi icin balgam, gastrik aspirasyon
materyali (achk mide sivisi), balgam indiiksiyonu, akciger biyopsi materyali ve
bronkoskopik ornekler (yikama, fircalama, biyopsi) toplanabilir. Ekstrapulmoner
tuberkiiloz enfeksiyonunun tanisi icin ise, tliberkilozun bulundugu anatomik

lokalizasyona gore idrar, kan, abse materyali, beyin omurilik sivisi, biyopsi materyali,
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sinovyal sivi, kemik iligi, doku biyopsileri, plevral sivi ve diger viicut sivilari
toplanabilmektedir (37). TB tanisinda mikroskobik incelemeler, kiltiir temelli
yontemler, imminolojik yontemler ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir (38).
Latent TB enfeksiyonu (LTBE) tanisi icin yapilan taramada amag, aktif TB
gelisimi riski bulunan ve LTBE tedavisinden vyarar saglayabilecek kisilerin
belirlenmesidir. Ek olarak, bu tani testleri cocukluk donemi ve akciger disi tiiberkiiloz
hastaliklarinin tanisi icin de yardimci testler olarak kullanilabilmektedir. LTBE tanisi
tarama siklikla tiiberkilin deri testi (TDT) ve interferon gama salim testi (IGST) ile
yapiimaktadir. Bu testler TB etkenine karsi gelismis hicresel bagisiklik yanitini
Olcmektedir ve birbirinden belirgin Gstlnlikleri bulunmamaktadir. Bu testlerin
sonucu aktif ve/veya latent TB hastalarinda pozitif ciktigindan, hastadaki

enfeksiyonun aktif mi yoksa latent mi oldugu ayrimi yapilamamaktadir (2, 39).
2.8. Tiiberkiilozun Tedavisi
2.8.1. Latent Tiiberkiilozun Tedavisi

LTBE’'de uygulanan koruyucu ila¢ tedavisinde (kemoprofilaksi) izoniyazid,
rifampisin ve rifapentin gibi antibiyotikler farkh sirelerde ve kombinasyonlarda

kullaniimaktadir (40).
2.8.2. Aktif Tuberkiilozun Tedavisi

Ulkemizde uygulanan TB tedavisinde, kisa siireli standart tedavi rejimlerinin
secilerek, dogrudan gozetimli tedavi ile ilaglarin hastalar tarafindan diizenli ve yeterli
siire kullanilmasi saglanir. ilaglar TB tedavisindeki en énemli araclardir. Diger
hastaliklarin tedavisine katkisi olan dinlenme, beslenme ve iklim gibi faktorlerin, TB
hastaliginda herhangi bir etkisi bulunmamaktadir (41). TB tedavisinde kullanilan
baslica ilacglar izoniyazid, rifampisin, pirazinamid, etambutol, rifabutin ve
streptomisindir. Bunlarla birlikte, aminoglikozidler (streptomisin, amikasin,
kanamisin), kapreomisin, ofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin, tiyonamidler
(etyonamid, protiyonamid), sikloserin, para-amino salisilik asit, klofazimin, linezolid,

bedakuilin, delamanid ilaglari da kullanilmaktadir (2). M. bovis, TB'nin standart
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tedavisinde kullanilan pirazinamide karsi direncli iken, M. caprae bu ilaca duyarhdir

(25).

2.9. Mycobacterium tuberculosis‘in Patogenezi ve Viriilans Faktorleri

Virillans, bir patojenin hastaliga neden olma yetenegini gosterir. Mikobakteri
virilansi temel olarak konake¢i hiicrede kalis ve makrofajlarin mikrobisidal
mekanizmalarindan kacis kabiliyetine baghdir. MTBK'nin virlilan mekanizmalarinin
daha iyi anlasiimasi igin virtilan geninin tanimlanmasi gerekmektedir (42).

Mikobakterinin hiicre duvarindaki glikolipitleri, salgi sistemi ile ilgili
proteinleri, prolin-glutamik asit proteinlerini, lipoproteinleri ve bagisiklik sistemi ile
etkilesimde gorev alan enzimleri kodlayan genler bakterinin virlilansina katki
saglamaktadir (42). Virlilans genler bakterinin konakg¢idaki kolonizasyonunu, konakgl
bagisiklik sisteminden kagmasini ve makrofaj hiicreleri icerisinde sag kalmasini saglar.
Mikobakteri virtlansi bakterinin, konakcinin bagisiklik yanitinin karsisinda sag
kalabilme, akciger hasari olusturma ve yeni bir konakgiyi enfekte etme yetenekleriile

Olcllebilmektedir (43).

2.9.1. Mikobakteriyel Hiicre Duvari Proteini: LprG

Deneysel calismalar veya biyoinformatik araclar kullanilarak mikobakteri
genomunda kodlanmis pek cok lipoprotein tanimlanmistir. Bu lipoproteinler, konakgi
bagisiklik sistemi ile alakali farkli fonksiyonlari araciligiyla mikobakterilerin virilansina
katki saglamaktadir (44). Mikobakteri lipoproteinlerinin hiimoral ve hiicresel
bagisikhk yanitlarini gliclii bicimde indukledigi bilinmektedir (45). lorG (Rvi411c) geni
tarafindan kodlanan lipoarabinomannan (LAM) tasiyici protein G, P27 lipoprotein
veya Rv1411c olarak da bilinen LprG proteini ilk olarak Bigi ve ark. (46) tarafindan
tanimlanmistir. 27 kDa molekiler agirliga sahip olan protein, mikobakteriyel hiicre
duvarinda yer alan integral bir membran proteinidir. Bu protein mikobakterinin lipit
metabolizmasinda ve bliyimesinde rol oynayan triacilgliserit molekillerinin

mikobakteri ic hlicre zarindan periplazmaya tasinmasinda gérev almaktadir (47).
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Drage ve ark. (48)'in yaptigi calismada mikobakteri hiicre duvarina glikolipit
tasinmasinin bakteri virtilansinda etkili oldugu gozlenmistir. Ayrica insan ve fareler
Uzerinde vyapilan deneylerde toll benzeri reseptor-2 (TLR2) ligandi oldugu
bulunmustur (49). LprG proteininin lipit tasiyan ve tasimayan formlarinin her ikisinin
de TLR2 ligandi olma 6zelligi gosterdigi fakat lipit iceren formun daha etkin bir protein
oldugu bildirilmistir (48). LprG proteini, TLR2’ye afinite gosteren lipomannan (LM),
LAM ve fosfotidilinozitol mannozitlere (PIM) baglanmasini saglayacak bir kaviteye
sahiptir. Bu sayede bu molekillerin TLR2 tarafindan tanimasini saglamaktadir (48,
50). Gehring ve ark. (51) mikobakterinin bagisiklik sisteminden kagma basarisinda
LprG'nin TLR2 ligand fonksiyonu ile primer insan makrofajlarinda major
histokompatibilite kompleks — Sinif II (MHC-II) aracili antijen isleme stlirecini inhibe
ettigini ve boylelikle enfekte olan makrofajlarin CD4+ T hiicreleri tarafindan taninma
olasiligini azalttigini bildirmistir. TLR2 spesifitesine ek olarak Carrol ve ark. (52),
mikobakterinin insan dendrtitik hilicrelerine ve makrofajlarina tutunmasi sirasinda
LprG ile DC-SIGN (CD209, dendritic-cell-specific intercellular adhesion molecule-3-
grabbing non-integrin) proteinleri arasindaki proteoglikan etkilesimlerinin roli
oldugunu bildirmistir. Diger yandan LprG’nin lipoglikan baglama kapasitesine sahip
olmasi mikobakteri hiicre duvarinin modifikasyonunu saglamakta ve makrofajlar
icerisinde olusan fagozom-lizozom flizyonunu inhibe ederek mikobakteri sag kalimina
imkan vermektedir (50, 53). Benzer olarak, Vazquez ve ark. (54) tarafindan LprG
proteininin sigir makrofajlarinda fagozom olgunlasmasini durdurdugu gozlenmistir.
Bunlarin yaninda Hovav ve ark (55), LprG’nin bagisiklik yanitlari baskilayarak
mikobakteriye karsi duyarliligin artmasinda rol oynadigi bildirmistir. LprG ile ilgili
calismalardan elde edilen veriler dogrultusunda, bu proteinin mikobakterinin yasam
donglsli ve virlilansi Gzerinde hayati bir rol oynadigi goriilmektedir. Bu ozellikleri
LprG proteinini ilagc ve asi gelistirme calismalari icin potansiyel bir hedef haline

getirmektedir.



14

2.9.2. Mikobakteriyel AhpC Proteini

Alkil hidroksipeorksit rediiktaz C, Rv2428 veya AhpC adlariyla bilinen bu
protein hidroperoksitleri, organik peroksitleri ve peroksinitritleri daha az reaktif olan
turevlere detoksifiye eden peroksiredoksin (Prx) ailesinin bir Gyesidir. AhpE, AhpC,
TPx, Bcp ve BepB enzimleri M. tuberculosis’te tanimlanan bes Prx enzimidir (56). AhpC
proteini mikobakteriyi oksidatif ve nitrozatif stresten korumaktadir. Peroksitlerin,
mikobakterinin lipit yapili hiicre bilesenleri ile tepkimeye girmesi oldukca reaktif alkil
hidroperoksitlerin olusumuna yol acar. AhpC proteini organik peroksitleri, alkil

hidroperoksitleri alkol tiirevlerine donistirirken, peroksinitrit gibi reaktif nitrojen
turevlerini de nitrite indirgemektedir (56, 57). AhpC kristallerinin peroksinitrit

rediktaz etkinligi in vitro calismalarla gosterilmistir (58, 59). Ek olarak, Master ve ark.
(60) AhpC mutanti M. tuberculosis susunda, yabanil tip ile kiyaslandiginda
peroksinitrite karsi duyarlihgin arttigi ve makrofajlardaki sag kaliminin azaldigi
gortlmustiir. Bu calisma ile enfeksiyonunun erken safhalarinda, makrofajlar
icerisinde olusan oksidatif ortama karsi mikobakterinin kendisini korumak amaciyla
gelistirdigi direncte AhpC’nin spesifik antioksidan etkinligi gosterilmistir. Yabanil-tip
ve mutant M. bovis suslari kullanarak yapilan in vivo deneylerde AhpC ifadelenmesi
ve virllansin devamliligi arasindaki pozitif iliski gosterilmistir. Ayrica AhpC proteininin
mikobakteride gelisen izoniazid direncinde 6nemli bir rol oynadigi anlasilmistir (61,
62). Mikobakterilerde bulunan AhpC proteininin, peroksinitrit rediiktaz etkinliginin
yani sira, nikotinamid adenin dinlikleotid (NADH) bagimli peroksidaz aktivitesi
olusturarark bakteriyi, konakgi bagisiklik sisteminin Urettigi reaktif nitrojen ara

Urlnlerinden ve oksidatif stresten korudugu da bilinmektedir (63, 64).
2.10. Mycobacterium tuberculosis’in Konakg¢i Bagisiklik Sisteminden Kagisi

M.tuberculosis bagisiklik hiicrelerini enfekte ederek bu hiicrelere yerlesir.
immiin sistemin dnemli bir yapitasi olan makrofajlar enfeksiyon boyunca patojenleri
yutarak yok etmek, bagisiklik sisteminin diger hiicrelerini bagisiklik yaniti olusturma
slreclerine dahil etmek ve patojene ait antijenleri edinilmis bagisik sistem

hicrelerine sunmakla gorevlidir. M. tuberculosis, makrofajlar tarafindan yutulduktan
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sonra fagozom sartlarinda canli kalmak, makrofaj islevlerini sekteye ugratmak ve
edinilmis bagisiklik yanitinin patojene verecegi cevabi bozmak amaciyla; fagozom
olusum siirecini engellemek, konakginin toksik bilesenlerine karsi diren¢ olusturmak

ve apoptoz indiiksiyonunu 6nlemek, gibi farkl stratejiler uygulamaktadir.

Fagozom Olusum Siirecini Engellemek

Patojenik mikroorganizmalarin 6ldirilebildigi hiicresel kompartmanlar olan
fagozomlar, sitoplazmada lizozomlar ile birleserek fagolizozom adi verilen oldukca
asidik ve yukseltgeyici bir ortam olusturur. Mikobakteri tarafindan konakei
hicresinde sag kalmak ve cogalmak icin ortaya cikarilan temel mekanizmalardan biri
fagozom olusumunun 6nlenmesidir. Bu sebeple fagozomal kompartman ile etkilesen
mikobakteriyel bilesenlerin tanimlanmasi tiiberkiiloz ile miicadelede 6nemli bir deger
tasimaktadir (65). M.tuberculosis genomunda kodlanan PtpA (66), SapM (67), Ndk
(68), PknG (69), PE_PGRS30 (70) gibi proteinlerin fagozom olgunlasmasinin
inhibisyonu, fagozom-lizozom flzyonunun Onlenmesi ve asidifikasyonunun

engellenmesi gibi stireclerde etkin rol aldigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.

Konakginin Toksik Bilesenlerine Karsi Direnci Artirmak

Makrofaj aracili 6ltime karsi koyabilmek M. tuberculosis’in virlilansi icin hayati
bir islevdir. Mikobakteriyi fagosite eden makrofajlar nikotinamid adenin dintikleotid
fosfat oksidaz (NOX2) enzimi araciligiyla antimikrobiyal reaktif oksijen ttirevleri (ROS)
ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi araciligiyla antimikrobiyal reaktif
nitrojen tidrevleri (NOS) Uretmektedir. Bu reaktif oksijen ve nitrojen ara Urinleri
(ROI/RNI) nukleik asitler, proteinler, lipitler ve karbonhidratlar gibi ¢esitli molekiller
ile tepkimeye girerek bakteri metabolizmasini bozmaktadir (65).

M. tuberculosis DosS ve DosT komponent proteinlerini oksijen, nitrik oksit ve
karbon monoksit seviyelerindeki degisimleri algilamak icin kullanirken, WhiB3 ve anti-

sigma faktorl RsrA proteinlerini hiicre i¢i redoks durumundaki degisimleri izlemek
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icin kullanmaktadir. M.tuberculosis bu tir redoks sensorlerinin yardimiyla metabolik
yolaklarini yeniden uyarlayarak enfekte bolgeler veya graniilomalar icerisindeki besin
yetersizligi, asidik, oksidatif, nitrozatif ve hipoksik kosullarda hayatta kalabilmektedir
(71, 72). Ayrica, M.tuberculosis’te bulunan mikotiyol ve tiyoredoksin sistemleri
oksidatif strese maruziyet anlarinda indirgeyici hiicre ortaminin saglanmasina
yardimci olur (56). M.tuberculosis, hidroperoksitleri organik peroksit ve peroksinitrit
turlerine donistirirerek detoksifiye etmek icin peroksiredoksinleri (Prx: AhpE, TPx,
AhpC, Bcp, BcpB) (56), H202 ve organik peroksitlerin bozunmasi icin katalaz enzimini
(KatG) (73) uretmektedir. Ek olarak, M.tuberculosis’in kodladigi stiperoksit dismutaz
(Sod: SodA ve SodC) enzimleri serbest oksijeni molekiiler oksijen ve hidrojen
perokside donustlirerek ROS'u detoksifiye eder (74). M.tuberculosis yapisinda
bulunan Mel2 (75), Acrl (16 k-Da a-crystallin veya HspX olarak da adlandiriimaktadir)
(76), Rv2136¢c, Rv2224c ve PonA2 (77) gibi proteinlerin de oksidatif, nitrozatif stres
durumlarinda RNI ve ROS’larin hiicreye girisine engel teskil eden bir bariyer gibi

davranarak koruyuculuk sagladigi bilidirlmistir.

Apoptozu Onlemek

TB enfeksiyonu sirasinda nekroptoz, apoptoz ve otofaji gibi biyolojik olaylar
gozlenmektedir. Okaryotik hiicrelerin patojenlere karsi olusturdugu dogustan
bagisiklik yanitinin temel mekanizmalarindan biri olan apoptoz, konakginin bakteriyel
blyime nisini ortadan kaldirmasini saglamaktadir. Bu sirecte konakgl enfekte
hicreleri 6ldirme pahasina enfeksiyonu kontrol etmekte ve antijen capraz sunumu
yoluyla sitotoksik T hicrelerinin hazirlamasini desteklemektedir (78). Ek olarak,
enfekte makrofajlarin apoptoza ugramasiyla bakteriyel antijenleri iceren vezikiller
olusmakta ve bu vezikiller daha sonra dendritik hiicreler tarafindan yutularak
antijen-spesifik T hiicrelerinin uyarilmasini saglamaktadir (79). Bu nedenle apoptoz,
dogustan olan bagisikliktan ayri olarak edinilmis bagisikhik yanitinin indiiksiyonunu

desteklemektedir. Apoptoz mikobakteriyel tiirlerin canhligini azaltan bir stirectir (80-
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82). M. tuberculosis enfeksiyonun temel olarak nekroz ile sonuclandigi, fakat BCG ve
H37Ra gibi zayiflatiimis suslarin daha ¢ok apoptoz indikledigi gbzlenmistir (83).

Konakglya ait mikrosidal yanitlardan korunmak amaciyla patojenler tarafindan
anti-apoptotik stratejiler gelistirilir 6yle ki yapilan ¢alismalarda bakteriyel virilans ile
apoptozu indiikleme kapasitesi arasinda negatif bir iliski bulunmustur (80, 84).

Fagozomlarda olusan ROS ve NOS apoptoza sebep oldugundan, bakteriyel
redoks hemostazinda gorev alan molekillerin anti-apoptotik molekiller olarak da
degerlendirilebilecegi gorisli mevcuttur. M.tuberculosis redoks hemostazina ek
olarak enfekte haldeki makrofajlarin ylizeylerinde protein ifadelenmesinin modifiye
edilmesi ve hiicre membraninin onariminin bozulmasi gibi stratejilerle apoptotik
zarfin tamamlanmasini 6nlemekte ve nekrotik hiicre 6limiini kolaylastirmaktadir
(85, 86).

M.tuberculosis genomunda bulunan pknE (87), Ndk (88), nuoG, katG,
sodA/secA2, pknE and Rv3654c/Rv3655c genleri (89) anti-apoptotik genler olarak
tanimlanmistir. Bu proteinlerin yani sira MBTK Gyelerinin sahip oldugu protein
kinazlar, proteazlar, metal tasiyici proteinler, gen ifadelenmesini diizenleyiciler ve
islevleri henliz aydinlatilamamis pek ¢cok protein bu grup tyelerinin virulansinda etkin

rol oynamaktadir (65).
2.11. Asilamanin Bagisiklama Prensipleri

Dogal bir enfeksiyon olustugunda bagisiklik sistemi patojene karsi spesifik bir
tepki vermektedir. ideal sartlarda, hastaliktan kurtulduktan sonra da olusan bu
bagisikhk yanitinin kisiyi korumasi beklenmektedir. Spesifik bagisiklik olarak
adlandirilan bu olgu dolasimdaki antikorlar, sitotoksik hiicreler ve bellek hiicreleri
tarafindan olusturulmaktadir. Bellek hiicreleri benzer tipteki antijenle tekrar
karsilasma durumunda aktif hale gelmektedir. ilk enfeksiyondan sonra olusan primer
cevabin aksine, tekrarlayan enfeksiyonlarin sebep oldugu yanit oldukca hizli gelisir ve
genellikle hastaligin tekrar olusmasini engelleyecek kadar gigclidir (90). Konakgl
hastalik etkenine karsi bagisiklik yanitlariaraciligi ile direng olusturdugundan, asilama

ayni zamanda etkin bagisiklama olarak da isimlendirilmektedir. Etkin bagisiklama
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disinda konakgida kisa sireli koruma saglayacak spesifik antikorlarin uygulanmasi da
mimkiindir. Bu durum edilgen bagisiklama olarak adlandiriimaktadir (91).

Antijen spesifik bagisik bellegin olusturulmasinda rol oynayan edinilmis
bagisikhik sistemi hiimoral ve hiicresel olarak ikiye ayrilir (Sekil 2.2) Temel olarak
himoral bagisiklik yanitlari antikor olusumu (bu yanitlarda hiicre aracili olaylar da rol
oynamaktadir), hiicresel bagisiklik yanitlari ise sitotoksik hiicre olusumu ile alakali

slrecleri kapsamaktadir (91).

Bagisikhik Yardimci (aksesuar) faktorler Bulasici ajanlar
riini
IgG Kompleman, nétrofiller > Bakteri ve virtsler
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T
- .
c IgE > Mast hiicreleri - Parazitler
S
= —
,3 z CTL > Sitolitik proteinler > VirGsler ve mikobakteriler
© S
= 3 =» Tor > Makrofajlar » Virusler, mikobakteri, treponema (sifiliz), mantarlar

I

Sekil 2.2. Bulasici hastaliklardan korunmada 6nemli bagisiklik Griinleri (Jiskoot ve ark.
(91)’'dan degistirilerek).

Asilamanin paradigmasi, antikorlar veya sitotoksik T hiicrelerinin gelistirilmesi
yoluyla antijen(ler)e karsi uzun silreli bagisikhgin olusturulmasidir. Bu siireg,
antijenlerin ve adjuvanlarin antijen sunan hiicreler (ASH) tarafindan alimi, ASH
olgunlasmasi ve antijen spesifik B ve T hiicrelerinin antikor ve sitotoksik T hiicrelerinin
Uretimi icin uyarimi seklinde ¢ adimda Ozetlenebilir (92). Asilama sonrasinda, asi
formilasyonunda bulunan antijenler ve adjuvanlar olgunlasmamis ASH veya B
hicreler tarafindan alinir. ASH’de olusan sinyal uyarimi sonunda olgun fenotipe
farklilasma gelisir. Ardindan bu sinyal sitotoksik T hiicrelerine, yardimci T hiicrelerine
ve B hiicrelerine iletilir. Basarih bir asilamanin son noktasi ise, antijen spesifik
antikorlarin ve sitotoksik T hiicrelerin olusturulmasidir (Sekil 2.3) (91).

T lenfositleri sitokinlerin ana kaynagidir. Bu hiicreler yizeylerinde antijen
spesifik reseptorler barindirir ve boylece yabanci patojenlerin taninmasina imkan
saglar. Temel olarak 2 ana T lenfosit alt kiimesi bulunmaktadir. Bu alt kiimeler

ylzeylerinde bulunan, CD4 ve CD8 olarak bilinen molekdillerin varhg ile birbirinden
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ayrilmaktadir. CD4 ifadeleyen T lenfositler, yardimci T hiicreleri (Th) olarak bilinen en
Uretken sitokin kaynaklaridir. Bu altkime da kendi icinde Thl ve Th2 olarak ikiye
bollinir ve Urettikleri sitokinler de sirasiyla Thl-tip sitokinler ve Th2-tip sitokinler
olarak adlandinlir. Th1-tip sitokinler hiicre igi patojenlerin yok edilmesi ve otoimmiin
tepkilerin devamhiligindan sorumlu proinflamatuar sitokinleri Gretir. Th2-tip sitokinler

IgE Uretimi ve anti-inflamatuar yanitlardan sorumludur (93).

Dogustan bagisiklik sistemi Uyarlanir bagisiklik sistemi
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Sekil 2.3. Asi uygulamasindan sonra bagisiklik yanitlarinin olusumunda gerceklesen
adimlarin sematik gosterimi (Jiskoot ve ark. (91)’'dan degistirilerek).

Thl hiicreler IL-2, IFN-y ve IL-12 salimini saglarken, Tn2 hicreler IL-4, IL-5 ve IL-
10 salimina neden olur (94). Thl hicreler temel olarak hiicre aracilh bagisiklik
yanitlarinin olusumunda rol alir ve hiicre ici patojenlerin yok edilmesini saglar, Th2
hicreler ise daha c¢ok hiicre disi patojenlere karsi koruma saglayan himoral
bagisiklikta rol alir. Bu noktada IL-12 (Tl yaniti) ve IL-4 (Th2 yaniti) arasindaki denge
bagisiklik yanitinin seklini belirlemektedir (95).

2.12. Asi Tipleri

Asilama, 1798’de Edward Jenner tarafindan belgelendigi tarihten bu yana
bulasici hastaliklarin 6nlenmesindeki en etkin yontemdir. Glinimiizde uyusturucu

bagimlihg! (kokain, nikotin), allerji, kanser ve Alzheimer gibi patolojilere yonelik asi
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uygulamalari da s6z konusudur (91). ideal bir asi her yasta %100 etkinlik géstermeli,
tek doz ile yasam boyu koruma saglamali, yan etki olusturmamali, cevresel kosullara
dayanikli, uygulamasi kolay ve tercihen oral yol ile olmali, Giretimi kolay ve ucuz
olmalidir (91).

Hastalik etkeni olan patojenler ve onlarin konakgilari arasindaki karmasik
etkilesimlerin anlasilmasina yonelik bilimsel calismalar ve laboratuvar tekniklerindeki
ilerlemeler farkl tiplerdeki asilarin gelistirilmesine onciilik etmistir. Gintimuzde var
olan ve/veya yeni ortaya cikan her tirlu bulasici hastaliga karsi yeni asi stratejileri
gelisitiriimesi tGzerine ¢calismalar devam etmektedir. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Allerji ve Bulasici Hastaliklar Enstitlisii (National Institute of Allergy and Infectious
Diseases, NIAID) tarafindan yapilan siniflandirmaya gore asi cesitleri tim-patojen
astlar (inaktive asilar, canli-zayiflatilmis asilar ve simerik asilar), altbirim asilar
(polisakkarit asilar, konjuge asilar, toksoid asilar, rekombinant protein asilar ve viriis
benzeri partikiiller) ve nikleik asit asilar (plazmit DNA asilar, mRNA asilar,

rekombinant vektor asilar) olarak siniflandiriimistir (96).
2.12.1. Tiim-Patojen Asilar

Geleneksel asilar hastaliga sebep olmayacak sekilde olduridlmis veya
zayiflatilmis patojenin kullaniimasiyla olusturulmaktadir. Bu tiir tim-patojen asilar
glicli ve koruyucu bagisikhk yanitlari olusturabilmektedir. Tiim-patojen asilar inaktive
astlar ve canl-zayiflatilmis asilar olarak gruplandirilabilir. Bakteriyel veya viral
zayiflatma, patojen virtilansinin ortadan kaldirilmasi veya biyiik 6lciide azaltiimasi
yoluyla olur. Patojenik bir bakterinin asi olarak uygulanbilmesini saglayan éldirme
veya inaktivasyon islemi sicaklik, formaldehit, aseton, fenol veya fenol-sicaklik veya
propiyolakton ile muamele seklinde yapilmaktadir (90).

Asi olarak kullanilmak Gzere tasarlanan viral partikiiller genellikle uygun
hayvan hicre kiltliri sistemlerinde Uretilmektedir. Hiicre kiltirlerinin yani sira
doéllenmis yumurta ve civciv embriyo dokusu da bu amacgla kullaniimaktadir. Bu grup

viral asilarin 6rnegi olan kabakulak asilari canh zayiflatilmis Paramyxovirus parotitidis
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suslarini icermektedir. Kizamik, kabakulak ve kizamik¢ik asi kombinasyonunun

bileseni olarak tiim dinyada ¢ocuklarin asilanmasi icin kullaniimaktadir (90).
inaktive Asilar

inaktive edilmis veya 6ldiriilmis bir mikrobun bagisikhigi indikledigi ilk defa
19. yy’'da gosterilmistir. Bu tipteki asilara ornek olarak her ikisi de formaldehit
icerisinde inaktive edilmis, alum adsorbe asilar olan Hepatit A virlsi asisi Havrix® ve
Vaqta® verilebilir (97). Koronaviriis pandemisine karsi Sinovac firmasi tarafindan

gelistirilen CoronaVac asisi da inaktive SARS-CoV-2 virlsi iceren bir asidir (98) .
Canli-Zayiflatilmis Asilar

Doku kiltiiri tekniklerinde kaydedilen ilerlemeler canli-zayiflatiimis asilarin
gelistirilmesine yardimci olmustur. Bu tiir asilar laboratuvar ortaminda zayiflatiimis
canli mikrobu iceren asilardir. Kizamik, kabakulak ve kizamikgik (KKK, MMR) asisi bu
tlr aslya bir ornek olarak verilebilir. Canli-zayiflatiimis asilar, sadece bir veya iki doz
astlamanin ardindan émir boyu bagisiklik saglayan glicli yanitlar olusturmaktadir.
Rotavirlisiin doku kiltiriinde coklu pasajlari yapilarak zayiflatilmasiyla gelistirilmis
olan Rotarix™ (GlaxoSmithKline Immunotherapeutics, Need-ham, MA) bu gruba
ornek olarak verilebilecek rotavirlis asisidir (99). Diger yandan M.bovis bacillus
Calmette-Guerin (BCG) asisi da canli-zayiflatiimis bakteriyel asi olarak bu gruba bir

ornek olarak verilebilir (100).
Simerik Asilar

Modern genetik mihendislik teknikleri, farkh virlslerin biyolojik 6zelliklerini
ve genetik bilgilerini yapisinda barindiran simerik virislerin olusturulmasint miimkiin
kilmaktadir. Dengvaxia (CYD-TDV) veya bir diger adiyla ChimeriVax (Sanofi Pasteur)
simerik bir tetravalan asidir. Bu asida, sarthumma 17D asisi (YFV 17D) omurgasini
olusturan vektor genetik olarak modifiye edilerek dang hummasi virlisii (DENV)

serotiplerinin (1 ve 4 arasi) pre-membran ve zarf protein genlerini tasimaktadir. CYD-
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TDV’de kullanilan suslarin YFV 17D’deki suslardan genetik ve fenotipik olarak daha

stabil, non-hepatotropik ve daha az norovirilan oldugu bildirilmistir (101).
2.12.2. Altbirim (Aseliiler) Asilar

Altbirim (aseliler) asilar patojenin tiimi yerine sadece bagisiklik sistemini en
iyi uyaracak bilesen(ler)ini iceren asilardir. Bu asilar daha glivenli ve (retimlerinin
daha kolay olmasina ragmen antijenler tek baslarina kullanildiklarinda yeterli siire
etki edecek bagisikligi saglamak icin yeterli olamamaktadir. Bu nedenle gliclii bir
koruyucu bagisiklk yanitinin ortaya ¢ikmasi icin adjuvanlar ile formiile edilmeleri
gerekmektedir. Bogmaca asisinin gelistirilmesi bu duruma oOrnek olarak verileblir.
inaktive edilmis Bordetalla pertussis bakterisini iceren ilk bogmaca asilari 1940’larda
tanitilmistir. Etkinliklerine ragmen, tiim-hticre bogmaca asilari enjeksiyon bolgesinde
sislik ve ates gibi yan etkiler olusturmustur. Bu durum pek ¢ok insanin asidan uzak
durmasina ve 1970’lerde enfeksiyonlarin artisina yol acmistir. Asi tizerinde yapilan
calismalar neticesinde hiicre icermeyen (aseliler), saflastirilmis B. pertussis
bilesenlerini iceren bogmaca asilar gelistirilmistir. Bu asilarin tim-hicre asilarina

benzer etki ve daha az yan etki profiline sahip oldugu gorilmistir (96).
Polisakkarit Asilar

Polisakkarit asilar patojenin yapisinda bulunan polisakkaritlerle olusturulan
astlardir. Streptococcus pneumoniae patojeninin immunojenik 23 polisakkaritinden
olusan Pneumovax®23 (Merck Sharp & Dohme) bu grup asilara 6rnek olarak verilebilir

(102).
Konjuge Asilar

Polisakkarit asi antijenleri ve proteinlerin konjuge edilmesi ile bagisiklik
yanitlarinin seviyelerinde artis gdzlenmesi sonucu polisakkarit konjuge asi calismalari
hiz kazanmistir (103). Haemophilus influenzae tip b’ye karsi gelistirilmis Act-HIB®
(Sanofi Pasteur) asisi 10 pyg H. influenzae tip b polisakkaritinin 24 pg tetanus
toksoidine konjuge edildigi bir asidir (104).
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Toksoid Asilar

Bu grup asilar genellikle disik konsantrasyonda (% 0.2-0.6) formaldehite karsi
yedi giin veya daha uzun sire 30 °C sicaklikta diyalizlenmesiyle inaktive edilmis
toksinlerden olusturulan asilardir (105). Difteri ve tetanoz asilar bugiin oldukca
yaygin kullanilan toksoid-temelli asilardir. Difteri asisi Corynebacterium diphtheriae,

tetanoz asisi ise Clostridium tetani toksinlerinden hazirlanmaktadir (90).

Rekombinant Protein Asilar

Rekombinant protein asilar, antijenik proteini kodlayan genlerin hicresel
ifadeleme sistemilerinde biylik miktarlarda Gretimi, saflastiriimasi ve formiilasyonu
ile olusturulan asilardir. Rekombinant protein asilarinin en bilinen ve yaygin kullanilan
ornegi Hepatit B asilaridir. Bu asi, maya hicre hatti (Engerix-B, GSK; Recombivax-HB,
MSD), memeli hiicre hatti (GenHevac-B, Pasteur-Merieux Avantis) (106) veya mantar
hicre hatti (Shanvac-B; Shantha Biotechnic) (107) kullanilarak tretilmis Hepaptit B

ylzey antijenini (HBsAg) icermektedir.

Viriis Benzeri Partikiiller (VLPs)

Human papillomavirus (HPV)'nin dis kabugunda bulunan proteinlerin virise
cok benzeyen partikiller olusturdugu gorilmis ve bu yapilara virlis benzeri
partikiller (virus-like particles, VLP) adi verilmistir. Yapilan calismalarda VLP’lerin
dogal virlisiin olusturdugu bagisikhk yanitlarina benzer bir yanit olusturdugu
anlasildiktan sonra bu sistemlerin asi olarak kullanilmasi baslamistir. HPV
enfeksiyonlarina karsi gelistirilen Cervarix™ (GlaxoSmithKline) asisi HPV16 ve HPV18
virUslerine ait baslica kapsit proteini olan L1-VLP'nin ASO4 adjuvani igerisinde

formilasyonu ile olusturulmus bir VLP asidir (108).

2.12.3. Niikleik Asit Asilar

Asilama alanindaki bir diger arastirma konusu istenen bir bagisiklik yanitini
olusturacak antijen veya antijenleri kodlayan genetik materyalin canliya verilmesi ve

antijenin viicudun kendi hiicrelerinin bu genetik materyali kullanarak tretilmesidir.
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Plazmit DNA Asilar

Plazmit DNA asilar, icerdikleri plazmit yapisinda prokaryotik ve Okaryotik
bolgeler bulunduran asilardir (109). Halkasal yapidaki plazmitte bulunan prokaryotik
bolgede bakteri hiicresinde cogalma ve secilim saglayan genetik elemanlar, 6karyotik
bolgede ise organizmada bagisiklik yaniti olusturmasi istenen antijen(ler) ve ilgili
genetik elemanlar bulunmaktadir (110). GiUnimizde insanda kullanim igin
ruhsatlanmis bir DNA asi bulunmamakla birlikte veteriner alanda kullanimlari
onaylanmis plazmit DNA asilari bulunmaktadir. Bu asilar atlarda Bati Nil Virlsi
tedavisi icin (Fort Dodge laboratories) somon baliklarinda enfeksiy6z hematopoietik
nekroz virlGisiine karsi (Apex-IHN, Novartis Animal Health), kopeklerde melanoma
tedavisi icin (Oncept, Merial) ve domuzlarda bliyime hormonu saliveren hormon

(GHRH) tedavisi igindir (LifeTide SW 5, VGX Animal Health) (111).

mRNA Asilar

Mesajci RNA (mRNA), DNA ve protein arasindaki bir aracidir. mRNA 5’ — ug, 5’
cevrilmemis bolge (untranslated region, UTR), stop sinyali ve ilgili genetik kodu iceren
bolge, 3’ — UTR ve bir poli(A) kuyrugu icermektedir. Hiicre sitoplazmasina gecen bu
molekiil, ribozomda translasyona ugrayacak bir kalip teskil etmektedir. mRNA temelli
farmasotikler ile ilgili calismalar kanserlerde immiinoterapi, bulasici hastaliklara karsi
as! gelistirilmesi, alerji tedavisi, protein replasmani, genom mihendisligi ve genetik
yeniden programlama alanlarinda devam etmektedir (112). Koronaviriis pandemisine
karsi kullanilmasina izin verilmis iki mRNA temelli asi vardir. Moderna ilag¢ firmasi
(mRNA-1273) ve BioNTech/Pfizer firmalarinin (BNT162b2) gelistirdigi asilar mRNA
temelli asilardir (113).

Rekombinant Vektor Asilar

Vektor asilar, canli asilar ve altbirim asilarin sahip oldugu avantajlari yapisinda
birlestiren asilardir. Bu tir asilar, patojene ait antijenik genleri ifadeleyen fakat
kendisi patojenik olmayan enfeksiyoz virislerinden olusur. Retroviris, herpes

simplex virlis, adenoviris veya poxvirlslerinden tirevlendirilen viral vektorler siklikla
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enfeksiyon hastaliklarina karsi asi gelistiriimesi amaciyla klinik ve klinik 6ncesi
asamalarda degerlendirilmektedir. Bu tirdeki asilarin kullanimini kisitlayan temel
faktorler hastada daha onceden bu vektorlere karsi var olan nétralizan antikorlarin
varhgidir (114). AstraZeneca firmasi ve Oxford Universitesi tarafindan gelistirilen
ChAdOx1 nCoV-19 (AZD1222) asisi, SARS-CoV-2 yapisal ylizey glikoprotein antijenini
(spike protein; nCoV-19) iceren replike olmayan sempanze adenoviral vektériinden
(ChAdOx1) olusmaktadir (115). Benzer olarak, Johnson & Johnson ilag¢ firmasinin
gelistirdigi koronaviris asisi JINJ-78436735 (Ad26.COV2eS) bir viral vektor asidir (116).

2.13. Asi Adjuvanlan

Bagisiklamanin basarisi sadece immiinojenik bilesenlere degil, ayni zamanda
bunlarin sunulus bicimine de baghdir. Bu sebeple modern asi gelistirme yaklasiminda
etkin ve kabul edilebilir adjuvanlarin kullanimi énemli bir yer tutar. Adjuvan, bir
antijene karsi uyarilan hicresel ve/veya hiimoral bagisikhk yanitlarini artiran madde
olarak tanimlanmaktadir. Adjuvanlar beraberinde uygulandiklari antijene karsi daha
erken, gicli ve uzun siiren bagisiklama olusmasini saglamaktadir. Bu etkiyi depo etki
gostererek yavas antijen salimi ve wuzatiimis antijen sunumu saglayarak
gerceklestirirler. Ayrica bolgesel doku hasariyla ASH’leri uyarir ve bu hiicrelerin
ylizeyindeki spesifik reseptorlere baglanirlar. Adjuvanlar, antijenlerin ASH’ler
tarafindan alinmasini, tasinmasini ve sunumunu artirarak antijenlerin bolgesel lenf
nodlarina tasinmasini  saglar (117). Canl zayiflatilmis asilar aktif olarak
cogalabildiklerinden ve kendiliginden artan bagisikhk yaniti olusturabildiklerinden
genellikle adjuvanlara gerek duyulmaz. Ancak alt birim asilar bir patojende bulunan
bilesenlerin  hepsini icermediklerinden adjuvan ile formilasyona ihtiyag
duyulmaktadir (118). Ek olarak adjuvanlarin doz basina kullanilan antijen miktarini
dustrebildikleri ve adjuvan Uretiminin asi antijeni Gretiminden daha ucuz oldugu goz
éniine alinirsa adjuvan kullaniminin daha ekonomik olabilecegi sdylenebilir (90). ideal
bir adjuvanin giuvenli olmasi (kabul edilmeyen lokal/sistemik yanitlar olusturmamasi),
zayif imminojenlere karsi dahi koruyucu bagisiklik yanitlarinin olusumunu saglamasi,

non-pirojenik olmasi, kimyasal yapisinin belirli olmasi, bebeklerde ve ¢ocuklarda etkili
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olmasi, antijenler ile stabil formiilasyonlar olusturmasi ve biyobozunabilir olmasi
beklenmektedir (90).

Asi Urlinlerinde kullanilmasina izin verilmis bazi asi adjuvanlari, 6zellikleri ve
kullanildiklari asi Grinleri Tablo 2.1’de 6zetlenmistir. Bu tabloda 6zetlenen antijenler
disinda sitokin, lipozom, bagisiklik uyarici kompleks (ISCOM), muramil dipeptit ve
virozom temelli adjuvanlar kullanilarak hazirlanan asi formilasyonlarinda antijen
spesifik bagisiklik yanitlarinda iyilesme gorildigini bildiren pek cok calisma
mevucttur (119, 120).

Tez calismasi sirasinda kullanilan asi adjuvani Montanide ISA 61 VG (SEPPIC,
Fransa), dis faz yag-i¢ faz su (w/o) tipi emulsiyon formulasyonlari icin kullanima hazir
ast adjuvanidir. Disuk viskoziteli stabil asi formUilasyonlari Uretir, gliclii ve uzun-sireli
bagisikhk yanitlari olusturur. Gugcli hiicresel bagisiklik yanitinin uyarilmasini saglar.
Genel olarak, parenteral uygulama icin 6nerilmektedir. Tl tipi bagisiklik yanitlarinin
artirilmasi icin tasarlanmistir. Kullanim alani veteriner asi formdilasyonlari olup, hedef
turler sigir ve kiictikbas gevis getiren tirler icin kullanimi uygundur (121).

Adjuvan icermeyen etkili asi formilasyonlari da mevcuttur. Haemophilus
influenzae tip B (ActHIB, Sanofi), canli zona asisi (Zostavax, Merck), kizamik,
kabakulak ve kizamikgik (M-M-R®Il, Merck), meningokok (Menveo, GlaxoSmithKline),
rotavirus (Rotarix, GlaxoSmithKline), polio (Ipol, Sanofi), sari humma (YF-Vax, Sanofi)

astlari gibi bazi asilar adjuvan icermeyen formilasyonlardan olusmaktadir (122, 123).



Tablo 2.1. insanlarda kullanilmasina izin verilen adjuvanlar ile hazirlanmis ticari asilar.
Adjuvan Adjuvan Yapisi Adjuvani iceren Asi Uriiniiniin Adi As1 Uriiniiniin Ticari isim Ref.
Tiirii Asi Turd
Kalsiyum ve aliiminyum tuzlari Diphtheria & Tetanus Toxoids & Acellular | Infanrix, Toksoid Asi (124)
g - Pertussis Vaccine
£ E Hepatitis B (recombinant) and Inactivated | Pediarix, Kombine
22 Poliovirus Vaccine Combined (Toksoit, rekombinant, inaktive)
Q- Human Papillomavirus Bivalent (Types 16, 18) | Cervarix, Rekombinant (118, 122,
< g Bakteri endotoksini lipopolisakkarit | Vaccine, Recombinant 124)
:g_ :g turevleri Zoster Vaccine Recombinant SHINGRIX, Rekombinant
- =
Yag icinde su (o/w) ve su iginde yag | Influenza Vaccine FLUAD, Inaktive (124, 125).
LE (w/0o) emdlsiyonlari Egg-derived HIN1 influenza Pandemrix
<3 - MF59 Inaktive
‘_3 - AS03 Pumarix
UE_, Inaktive
Bitkisel triterpen glikozitlerdir Zoster Vaccine Recombinant SHINGRIX (91, 122)
% Rekombinant
c
a
&
Sitozin fosfoguanozin oligoniikleotitler | Hepatitis B Vaccine (Recombinant) HEPLISAV-B (124)

CpG

(CpG ODN)

Recombinant
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2.14. BCG Asisi

insanlarda TB hastaliginda kullaniimak tzere onaylanmis tek asi TB hastasi
ineklerden izole edilmis olan M. bovis'ten gelistirilmistir. izole edilen bu susun
zayiflatilmis formunun ilk givenilirlik ve etkililik calismalari sigir ve diger hayvanlarda
yapiimistir. Daha sonra 1921 senesinde ilk defa bir bebek, oral yoldan bu susun
zayiflatilmis tirevi ile asilanmistir. S6z konusu zayiflatiimis sus Fransiz bilim insanlari
Albert Calmette ve Camille Guérin tarafindan gelistirilen M. bovis bacillus Calmette-
Guérin (BCG) susu olup, bugilin erken ¢ocukluk doneminden itibaren tiberkiloz
hastaliginin 6nlenmesi icin kullanilan tek asi olma 6zelligini tasimaktadir (10).

1921’den bu yana milyonlarca insan BCG asisi ile asilanmistir (126).
Literatirde BCG'nin etkinligi Gizerine yapilan ¢calismalarda farkli sonuglar bildirilmistir.
Ancak, asinin eriskinlerdeki bagisiklamasi oldukc¢a farkli olup, %0-80 araliginda
degismektedir (127). Eriskin bireylerde BCG ile asilamanin enfeksiyonu, latent
tuberkiiloz gelisimini veya latent hastaligin yeniden aktivasyonunu guvenilir olarak
onlemedigini goOsteren bazi calismalar mevcuttur (128). Ancak bebeklerde BCG
astlamasinin, cocuklukta TB menenjitinden koruma sagladigi bilinmektedir (129). BCG
asisinin  koruyuculuk sdresini inceleyen calismalarda, bebeklikte yapilan BCG
koruyuculugu icin 15 yil (130) ve 50-60 yil (131) oldugunu bildiren calismalar
vayinlanmistir.  Okul c¢agi c¢ocuklari lzerindeki arastirmalarda ise BCG
koruyuculugunun 20 yila kadar sirebildigi bildirilmistir (132). Tekrarlayan BCG
astlarinin ise ekstra koruma saglamadigi distintilmektedir. TB'nin 6nlenmesi amaciyla
BCG asilamasi yaklasik 100 yildir insanlarda ve sinirli olarak da hayvanlarda
yapiimaktadir (133).

Hayvanlarin TB’den korunmasi maksadiyla yapilan BCG asilama ¢alismalarinda
tilki kuskusu (134), geyik (135), porsuk (136) gibi hayvanlarda asinin etkin oldugu
gosterilmistir. BCG asisi gliniimizde TB ile micadele kapsaminda evcil ve vahsi
hayvanlarin asilanmasi icin kullanilan tek asidir. BCG’nin koruyuculugu Ulizerine
yapilan ¢alismalarda bu asinin sigir (137), dag gelincigi (138), yaban domuzu (139)
Uzerinde etkin oldugunu ortaya ¢cikmistir. Son yillardaki calismalar, sigirlarda BCG asisi

ile yapilan calismalar sigirlarda TB hastaliginin kontroliinde bu asinin 6nemini ortaya
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koymaktadir. Ancak BCG ile tam bir koruma saglanamasa da sigirlarin TB’den
korunmasinda heniiz BCG’den daha etkin bir asinin varligi gésterilmemistir (140).
Ulkemizde Saglik Bakanligi Genisletilmis Bagisiklama Programi gercevesinde
(Saglik Bakanhgi, Temel Saglik Hizmetleri Genel Mudurligi’nin 13.03.2009 tarihli ve
17 sayili genelgesi, 17.10.2011 glincellemesi) dogumlarindan 2 ay kadar sonra
bebeklerin BCG ile asilanmasi 6nerilmektedir. BCG ile asilanmamis 3 ay ve daha biylk
cocuklarin 6 yasina gelene kadar TDT yaptirmasi ve sonucun 0-5 mm arasinda ¢ikmasi
durumunda BCG ile asilanmasi yapilmaktadir. Alti yasindan sonra BCG asisinin

yapilmasi 6nerilmemektedir (2).
2.15. Tiiberkiiloza Karsi Yeni ilag ve Asi Gelistirme Calismalan

DSO tarafindan hazirlanan kiiresel TB raporunda giincel olarak ilaca duyarli,
coklu ilag direncli veya gizli TB enfeksiyonlarinda kullanilmasi amaciyla 22 ilag
adayinin Faz |, Il ve lll calismalarinda denendigi bildirilmistir. 2020 yili itibariyle 14 asi
adayi klinik denemelere alinmistir. Bunlardan 3 tanesi Faz-l, 9 tanesi Faz-ll ve 2 tanesi
Faz-1ll asamasindadir (141).

Onayli tek TB asisi olan BCG, cocukluk cagi asilama programlarinin biyik
kisminda uygulanmasina ragmen kiiresel TB insidansindaki diisisin yavas olmasi
nedeniyle tim yas gruplarinda tiim TB formlarina karsi giivenli koruma saglayacak
daha etkin bir asiya ihtiya¢c duyulmaktadir. 2020 yili itibariyle klinik degerlendirmede
olan TB asilari Tablo 2.2’de sunulmustur (141).

2.16. Prime — Boost Stratejisi

Prime-boost asilama stratejisi, ayni antijenle primer ve booster olarak
astlanma veya birbirinden farkli antijenler ile primer ve booster asilanma olarak
tanimlanmaktadir (142). Bu stratejinin amaci, ilgili imminojenin organizmada daha
glicli immin yanitlar uyarmasini saglamaktir. DNA asilar, viral vektorler, rekombinant
proteinler ve peptitler glinimiizde tliberkiloz ve diger bulasici hastaliklara karsi

gelistirilmeye calisilan prime-boost stratejisinde degerlendirilmektedir (143).
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Tablo 2.2. Klinik ¢calismalari devam eden TB asilari (141).

FAZ | ASI ADAYI ACIKLAMA
AEC/BCO2 AEC/BCO02. Mikobakteri tim hicresini veya 6zitlinG iceren bir asidir. AEC/BC02 asisi Ag85 ve ESAT6-CFP10 flizyon proteinini
(Anhui Zhifei Longcom) | ifadeleyen, CpG ve alum adjuvan igeren, liyofilize rekombinant bir agidir.

Ad5 Ag85A (McMaster, | Ad5 Ag85A. Ag85A ifadeleyen adenovirus serotip 5 vektor asisidir. Glvenilirligi ve immiinojenisitesi BCG ile bagisiklanmamis ve

E CanSino) bagisiklanmig saghkli génillilerde test edilmektedir.

= ChAdOx185A — | ChAdOx185A maymun (simian, sempanze, primat) adenoviris asisidir. MVA85A ise rekombinant pox virGstudir. Her iki asi da
MVAS85A antijen 85A ifadelemektedir. Bu asi adaylari misterek heterolog prime-boost rejimi olusturma amaciyla gelistirilmis olup sistemik
(ID/IM/Aerosol) ve mukozal yollar ile uygulanmaktadir.

University of Oxford

ID93 + GLA-SE (IDRI, | ID93 + GLA-SE. Protein/adjuvanttan olusmus alt birim asidir. Asi M. tuberculosis’in virlansi (Rv2608, Rv3619 and Rv3620) veya
Wellcome trust, IAVI) latensi (Rv1813) ile ilgili dort antijenden ve GLA-SE adjuvanindan olusmaktadir.

MTBVAC (Biofabri, | Canli M.tuberculosis asisidir. Sus phoP ve fadD26 genleri silinerek zayiflatiimistir. Asinin birincil hedef popiilasyonu yenidoganlar
TBVI, Zaragoza) olup asinin BCG yerine kullanimi hedeflenmektedir. ikincil hedef popiilasyonu adolesan ve yetiskinlerden olusmaktadir. Bu yas

o grubu icin booster asi olarak disliniilmektedir.

?I_ GamTBvac (Rusya | GamTBvac rekombinant alt birim asidir. Dextran baglayici birimi modifiye edilmis Ag85 ve ESAT6- CFP10 MTB antigenleri ile CpG
Federasyonu Saglik | ODN adjuvanindan olusmakta olup, formilasyonlarinda dekstranlar kullanilmistir. BCG booster asisi olarak kullanimi
Bakanlig) amaclanmaktadir.

TB/FLU-04L (RIBSP) TB/FLU-04L. Mukozal vektor asidir. Ag85A ve ESAT-6 antijenlerini ifadeleyen, gogalamayan zayiflatilmis influenza viris vektori
temelinde olusturulmustur. Bebeklerde, adolesanlarda ve yetiskinlerde profilaktik boost asi olarak tasarlanmistir.
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Tablo 2.2. (Devam) Klinik galismalari devam eden TB asilari (141).

FAZ | ASI ADAYI ACIKLAMA
BCG yeniden asilama | Gates MRI-TBV01-201. Calisma BCG ile yeniden asilamanin M.tuberculosis enfeksiyonuna karsi koruma sagladiginin gosterilmesi
(Gates MRI) amaciyla yapilmaktadir. Bill ve Melinda Gates Medikal Arastirma Enstitlisii tarafindan desteklenmektedir. Yeniden asilamadan
48 ay sonra koruma siresinin degerlendirilmesi, M.tuberculosis enfeksiyon riski ile iliskili biyomarkerlarin tanimlanmasi,
validasyonu veya enfeksiyona karsi koruyuculugu degerlendirilmektedir.
DAR-901 booster | Bu asi sicaklikla inaktive edilmis, non-tuberculosis tim hiicre iceren mikobakteriyel asi boosteridir.
(Dartmouth, GHIT)
-,fc-j H56:1C31 (SSI, Valneva, | 1C31c adjuvani ile formile edilmis G¢ M.tuberculosis antijeninden (Ag85B, ESAT-6 ve Rv2660c) olusan bir altbirim asidir.
£ IAVI)
M72/ASO1E (GSK, | iki M. tuberculosis antijenin (32A ve 39A) ASO1E adjuvani ile formiilasyonuyla hazirlanmis bir agidir.
Gates MRI)
RUTI (Archivel Farma, | Canli olmayan, M.tuberculosis’in hiicre duvari fragmentlerinden olusturulmus poliantijenik bir asidir. Kisa silreli fakat yogun
S.L) antibiyotik tedauvisi ile birlikte terapérik asi olarak kullanimi disiiniimektedir. Asinin temel hedefi ¢oklu ilag direnci bulunan TB
hastalaridir.
MIP/Immuvac (ICMR, | Isi ile inaktive edilmis M. indicus pranii asisidir. Hindistan ve FDA tarafindan immiinoterapotik ve immunoprofilaktik olarak
Cadila multibasiller clizzam hastalarinin tedavisinde standart ¢oklu ilag tedavisine ek olarak kullanilmak ve ayni zamanda, ciizzam
E Pharmaceuticals) hastalariyla yakin irtibat halindeki kisileri cizzamdan korunmasinda kullanimi igin onaylanmistir.
o

VPM1002 (SIIPL, Cadilla

Pharmaceuticals)

Canli rekombinant agidir.




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Maddeler, Cihazlar ve Yazilimlar

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde
2-merkaptoetanol
Agaroz

Akrilamit

Amonyum persiilfat
Ampisilin

Bradford Reagent
Brom fenol mavisi
Bovine Serum Albumin
Coomassie blue G-250

Disodyum EDTA

Marka
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Fermentas, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
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DNA ladder (1 kb) Thermo Scientific, ABD

DNA ladder (100 bp) Thermo Scientific, ABD

dNTP karisimi Thermo Scientific, ABD
DTT Sigma-Aldrich, ABD
Etanol Merck, ABD

Etidyum bromur

Glasiyel asetik asit

Gliserol

Glisin

Glisin

HCI

HRP-konjuge Antimouse IgG antikor
IPTG

insilin ignesi

izopropanol

Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Merck, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Invitrogen, ABD

BD Biosciences, ABD
Sigma-Aldrich, ABD



Kalsiyum klorir dihidrat
Kanamisin

LB-Broth (Miller)

LB-Broth (Miller)-agar
Metanol

MgCl,

Montanide™ ISA 61VG (w/o)
N,N’-metilenbis(akrilamit)
Nitroseliloz membran
PGEM-T Easy Vektor Kit
pET-28a-c(+)

Potasyum Asetat
Potasyum fosfat monobazik
Potasyum klorir

PZR primerleri

Sigir serum albumini
Sodyum bikarbonat
Sodyum dodesil siilfat
Sodyum fosfat dibazik
Sodyum hidroksit
Sodyum karbonat
Sodyum klorir

Stikroz

TEMED

Tris HCI

Trizma Baz

Tween-20

Whatmann Kagidi

X-gal

Yagsiz sit tozu
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Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Thermo Scientific, ABD
Seppic, Fransa
Sigma-Aldrich, ABD
BioRad, ABD
Promega, ABD
Novagen, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Merck, ABD

Merck, ABD
SenteBiogen, Turkiye
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Merck, ABD

Merck, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Merck, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
BioRad, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Merck, ABD



3.1.2. Kullanilan Hiicreler, Biyolojik Maddeler ve Kitler

Hiicre/Biyolojik Madde/Kit

Alkalen fosfataz

BamHI

Bgl

E.coli BL21(DE3)

E.coli DH5a

Fare IL-12 ELISA Kit

GenelET Gel Extraction Kit

GenelET Plasmid Miniprep Kit

M.bovis BCG (ATCC 35743) genomik DNA

T4 DNA ligaz

Tag DNA polimeraz

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Cihaz

- 80 °C dondurucu

Biyogivenlik kabini (Class 2)
Buzdolabi (4 °C, - 20 °C kabinli)
Calkalamali inklibator

Calkalayici

Calkalayicili inklibator

Saf su cihazi

Elektroforez tanki, Midicell EC350
Elektroforez tanki, Mini-Protean Tetracell
Gug unitesi, PowerPac

Hassas terazi

Isiticil inkGbator

Isiticil manyetik karisitiric

Marka

Roche, ABD

Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
Invitrogen, ABD
Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
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Dog. Dr. Alpaslan Alp, Hacettepe

U. Tip F. Tibbi Mikrobiyoloji AD

Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD

Marka

ESCO, ABD

ESCO, ABD

Arcelik, Tlrkiye

Lab Companion, ABD
Lab-Line, Hindistan
Lab. Companion, ABD
Elga, ingiltere
BioRad, ABD

BioRad, ABD

BioRad, ABD
Sartorius, Almanya
VELP, italya

Isotex, ABD
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Laminar akis kabini ESCO, ABD

Mikroplaka okuyucu Molecular Devices, ABD
Mikrospin cihazi Isolab, Almanya
Otoklav, Hiclave HMC Europe, Almanya
pH metre Sartorius, Almanya
PZR cihazi Techne, ingiltere
Santrifdj Hettich, Almanya
Sogutma-isitma kabini Biolab, Tirkiye
Sogutmali Santrifiij Centurion, ingiltere
Spektrofotometre, NanoDrop 2200c Thermo Scientific, ABD
Su banyosu Laborteknik, Turkiye
Transilliminator Alpha Inn. Corp., ABD
Vorteks VELP, italya

3.1.4. Kullanilan Yazilimlar

Yazilim Marka

GraphPad Prism 5 GraphPad Software Inc., ABD
3.2. Rekombinant Protein Uretimi icin Uygulanan Ortak Yontemler
3.2.1. Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

Bakteri inklibasyonu ve kompetan hiicre hazirlanmasi sirasinda kullanilan
¢Ozeltiler ve calisma ortami sterilize edilmistir. Kompetan hiicre hazirlama islemleri
buz (izerinde yapilmistir. inkiibasyon isleminde antibiyotik icermeyen Luria Bertani
(LB)-agar-Miller (Sigma: 15 g/L agar, 10 g/L NaCl, 10 g/L Tripton, 5 g/L maya 6zut()
icerisindeki E.coli DH5a ve E.coli BL21(DE3) suslarindan steril bir pipet ucu yardimiyla
bir miktar alinmis ve 5 mL Miller LB (Sigma, 10 g/L NacCl, 10 g/L Tripton, 5 g/L maya
0z(itli) ortamina aktarilarak 37 °C’de 200 rpm hizda karistiricili inklibatorde 16 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra kiiltlir 200 mL antibiyotiksiz LB ortam bulunan erlene
aktarilmis ve 37 °C’de 200 rpm hizda inkiibe edilmistir. ODgoo degeri 0.4-0.6'ya

ulastiginda erlenler buz Gzerinde 15 dakika bekletilmis ve 4 °C’de 3500 rpm hizda 5
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dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra slipernatan atilmis ve pellet 20
mL soguk CaCl, (10 mM) c¢ozeltisinde buz icinde slispande edilmistir. Devaminda
hicreler 4 °C'de 3500 rpm hizda 5 dakika santrifiijlenmis ve stipernatan atiimistir.
Elde edilen hiicre pelleti % 15 (h/h) gliserol iceren 75 mM CaCl, ¢6zeltisi icinde
yeniden sispande edilmis ve 100’er pL'lik hacimlere ayrilarak 15-30 dakika buz
Uzerinde bekletildikten sonra sivi azot icerisinde dondurularak - 80 °C’de saklanmistir

(144).
3.2.2. Transformasyon

Tim transformasyon islemlerinde steril ekipman, cozelti ve ortam
kullaniimistir. pGEMT ve pET-28a plazmitlerine klonlanan genlerin kompetan E.coli
DH5a ve kompetan E.coli BL21(DE3) suslarina transformasyonu icin - 80 °C’deki
gliserol stoklarindan alinan kompetan E.coli suslari buz tzerinde ¢ozindirilmis ve
100 pL bakteri sispansiyonu steril bir ependorf tliipe aktarilmistir. Bakteri tGizerine 10
ulL ligasyon Uriinli yavasca pipetlenerek ilave edilmistir. Tip 20 dakika buz (izerinde
bekletildikten sonra 60-90 saniye 42 °C’deki su banyosunda tutulmustur. Daha sonra
tekrar 5 dakika buz tGzerinde bekletilmis ve devaminda lizerine 500 L steril LB-Broth
ilave edilerek 37 °C’de 250 rpm hizdaki karistiricili inkiibatorde 80 dakika inklibasyona
birakilmistir. inkiibasyon tamamlandiginda tiip oda sicakliginda, 5000 rpm hizda, 2
dakika santrifljlenmis ve 500 pL slipernatan atilmistir. Transforme edilen hiicreler
ampisilin (100 pg/mL) veya kanamisin (30 pg/mL) iceren secici ortama ekilmistir. ahpC
veya IprG genleriile ligasyon yapilan pGEM-T vektorleri, transformasyon sonrasindaki
mavi-beyaz koloni se¢imi icin 80 mg/mL 5-brom-4-klor-3-indoil B-D-galaktopiranozit
(X-gal; ThermoScientific), 0.5 mM izopropil B-D-tiyogalaktozit (IPTG; Bio-Rad) ve 100

ug/mL ampisilin iceren LB-agar ortamina ekilmistir.
3.3. ahpC ve IprG Genleri igin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

ahpC ve IprG genlerinin PZR ile ¢ogaltilmasi sirasinda kalip olarak kullanilan
DNA, M. bovis BCG (ATCC 35743, GeneBank CP003494.1) susundan izole edilerek

saflastirlan genomik DNA olup, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
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Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Doc. Dr. Sayin Alpaslan ALP tarafindan
saglanmistir. Genlerinin PZR ile c¢ogaltmasi sirasinda kullanilacak primerlerin
tasariminda NCBI Gen Bankasi veritabani

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=) kullanilmistir.

http://www.restrictionmapper.org/ web tabanl biyoinformatik araci ile yapilan

kontrollerde ilgili enzimlerin ahpC geninin BamH| ve Hindlll; lprG geninin EcoRl ve
Hindlll kesim enzimleri ile non-spesifik olarak kesilmedigi gézlenmistir. Bu sebeple
PZR primerleri, ahpC geninin 5’ ucunda BamHI ve 3’ ucunda Hindlll enzim kesim
bolgesi, IprG geninin 5’ ucunda EcoRl ve 3’ ucunda Hindlll enzim kesim bolgesi olacak
sekilde tasarlanmistir. PZR deneylerinde kullanilacak ileri ve geri primerlere ait bilgiler

Tablo 3.1’de sunulmustur.

Tablo 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu icin tasarlanan ileri ve geri primerler.

Gen Primer Nikleotid Dizisi G-C Tm (°C)
Uriiniiniin Adi orani
Uzunlugu (%)
(bp)
588 ahpC-F | 5’-ggatccatgccactgctaaccattg-3’ 39.4 59.32
ahpC-R 5’- ggccgaagcecttgag-3’ 44.4 56.31
711 IprG - F 5’-gaattcatgcggacccccaga-3’ 44.8 58.56
IprG - R 5’- gctcaccgggggctt-3’ 48.1 58.26
Yesil BamH]I; Kirmizi EcoRl ve enzimlerinin kesim bolgeleridir.

IorG ve ahpC genlerinin ¢ogaltilmasi icin olusturulan PZR karisiminin
bilesenleri ve toplam 25 uL’lik reaksiyon karisimindaki son derisimleri Tablo 3.2’de
verilmistir. PZR calismasinda negatif kontrol olarak kullanilan karisima kalip DNA
haricindeki bilesenler ilave edilmistir.

Tablo 3.2. PZR calismasi icin hazirlanan ¢ozeltilerin bilesenleri ve derisimleri.

PZR Bilesenleri Reaksiyondaki derisimleri
10X Taq Buffer 1X derisim
MgCl, 2.5mM
dNTP 0.6 mM
ileri Primer (F-Primer) 0.2 mM
Geri Primer (R-Primer) 0.2 mM
Tag Polimeraz 1U/uL
Kalip DNA 5ng
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PZR deneyleri icin uygulanan basamaklar, sicakliklar, siire ve dongi sayilarina

ait veriler Tablo 3.3’te sunulmustur.

Tablo 3.3. PZR calismasinda uygulanan deney kosullari.

Basamaklar ahpC IprG

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C — 10 dakika 94 °C — 10 dakika

*Denatirasyon 94 °C — 1 dakika 94 °C — 1 dakika

*Annealing 52 °C — 30 saniye 52°C - 30 saniye
(Primer Eslesmesi)

*Elongation 72 °C — 1 dakika 72 °C — 1 dakika
(Primer Uzamasi)

Final Extention (Son Uzama) 72°C—-10 dakika 72 °C—10 dakika

*Denatlirasyon, annealing ve elongation basamaklari toplamda 30 dongi olarak uygulanmistir.

PZR deneyi sonrasinda reaksiyon ortamlari %1 (a/h) agaroz jelde 90V elektrik
akiminda yaritilmustir. Elde edilen PZR {irlinlerinin agaroz jelden ekstraksiyonu icin
Thermo GenelET Gel Extraction Kit (K0O692, ABD) kiti, lretici tarafindan verilen
protokole uygun olarak kullanilmistir. Tim saflastirma islemleri oda sicakliginda
yapimistir. Santrifj islemleri oda sicakhginda ve 12.000 xg hizda yapilmistir.
Kullanilacak DNA parcasi bistiri yardimiyla agaroz jelden kesilerek ¢ikartiimis, 2 mL’lik
temiz mikrosantrifiij tlpline aktarilmis ve jel parcasinin agirhgr olclilmustir. Jel
parcasinin agirligina gore 1:1 (a/h) oraninda baglama tamponu ilave edilmis ve
karisim 50-60 °C su banyosunda 10 dakika bekletilerek jelin tamamen erimesi
saglanmistir. Eriyik vortekslenmis ve GenelET saflastirma kolonuna aktariimistir.
Kolonlar 1 dakika santrifijlendikten sonra elit uzaklastirilmistir. Daha sonra kolona
700 pL yikama tamponu ilave edilmis ve bir dakika daha santrifiij islemi uygulanarak
kolon tamponla yikanmistir. Bir dakika daha santrifij yapilarak bir 6nceki basamaktan
kalan rezidiiel yikama tamponunun kolondan atilmasi saglanmistir. Devaminda
GenelET saflastirma kolonu temiz bir mikrosantrifij tipine yerlestirilmis ve Gzerine
25 pL elisyon tamponu ilave edilerek bir dakika santrifijlenmistir. DNA Griintndn
kolondan elliisyonu icin islem iki defa tekrarlanmis ve elde edilen DNA - 20 °C'de

saklanmistir.
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3.4. Plazmit Yapilarinin Olusturulmasi
3.4.1. ahpC ve IprG Genlerinin pGEMT Plazmitine Ligasyonu ve Cogaltiimasi

M.bovis genomik DNA’sindan PZR ile cogaltilan ahpCve IprG genlerinin pGEM-
T Easy vektoriine ligasyonu Tablo 3.4’te verilen ortamlar ve gosterilen hacimlerdeki
kit bilesenleri kullanilarak 4 °C’de 16 saat inkiibasyon ile yapilmistir. inkiibasyonun

ardindan ligasyon (rinleri hazirlanan E.coli DH5a susuna transforme edilmistir.

Tablo 3.4. ahpC ve IprG genlerinin pGEM-T Easy vektore ligasyonu icin olusturulan
reaksiyon ortamlari.

Bilesen ahpC icin miktarlar (uL) IprG icin miktarlar (uL)
Reaksiyon-1 | Reaksiyon-2 | Reaksiyon-1 | Reaksiyon-2
PGEM®-T Vector 1 0,5 1 0,5
(50ng/ul)
insert (PZR Uriini) 3 3,5 3 3,5
2X Rapid Ligation 5 5 5 5
Buffer
T4 DNA Ligaz 1 1 1 1
TOPLAM 10 10 10 10

ahpC veya lprG genleri ile ligasyon yapilan pGEM-T vektorleri, farkli kompetan
E.coli DH5a suslarina transforme edilmis ve transformasyon sonrasindaki mavi-beyaz
koloni secimi icin 80 mg/mL X-gal (ThermoScientific), 0.5 mM IPTG (Bio-Rad) ve 100
pug/mL ampisilin (Sigma) iceren LB-agar ortamina ekilmistir. 37 °C’de 16 saat
inkiibasyon sonrasi mavi-beyaz koloni olusumu izlenmis ve olusan beyaz kolonilerin
tekrar ampisilinli LB-agara c¢izgi ekimleri yapilmistir. Cizgi ekim isleminin
tamamlanmasinin ardindan agar petriler 37 °C’'de 16 saat inkilibe edilmistir. Dogru
plazmiti tasidigi diislintilen bakteriler, 5 mL ampisilinli LB ortamina ekilmis ve 37°C’de
250 rpm hizda 16 saat inkiibe edilmistir. Bakterilerden plazmit izolasyonu GenelET
Plasmid MiniPrep Kit (Thermo Scientific) kullanilarak, Uretici protokoliine goére

yapimistir. Plazmit saflastirma islemlerinin tamami oda sicakliginda yapilmis ve kit
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bilesenlerinin kullanildigi tim santrifiij islemleri 12.000 xg hizinda gerceklestirilmistir.
Ticari kit ile plazmit saflastirmanin hemen 6ncesinde, pGEMT-ahpC ve pGEMT-IprG
plazmitlerini tasidigi dustinllen E.coli DH5a kiiltlrleri oda sicakliginda 4.000 xg hizda
5 dakika boyunca santrifiijlenerek coktirilmustiir. Coktliriilen hiicre pelletlerinin
Uzerine 250 plL resispansiyon cozeltisi ilave edilmis ve pelletler vortekslenerek
siispande edilmistir. Daha sonra tiplere 250 L lizis ¢ozeltisi ilave edilmis ve tlpler 4-
6 defa ters diiz edilerek viskoz bir karisimin olusmasi saglanmistir. Karisim tizerine 350
uL notralizasyon cozeltisi ilave edilmis ve tekrar 4-6 defa ters diz edilerek
kanstirildiktan sonra 5 dakika 12.000 xg hizda santrifiijlenmistir. islem sonunda
olusan slipernatan GenelET kolonlara aktarilmis ve 1 dakika santrifijlenmistir. Kolon
altinda kalan stzintl uzaklastirildiktan sonra tizerine 500 uL yikama ¢ozeltisi ilavesi
yapiimis ve 1 dakika santrifijlenmistir. Yikama basamagi bir defa daha tekrarlanmis
ve stzlntd uzaklastinlmistir. Kolonda kalan artik yikama ¢ozeltisinin uzaklastiriimasi
icin 1 dakika daha santriflij yapilmis ve islem sonunda spin kolon temiz bir santrifiij
tiplne aktariimistir. Daha sonra kolon Gzerine 25 pl elisyon tamponu ilave edilmis
ve oda sicakliginda 2 dakika bekletildikten sonra 2 dakika santriflijlenmistir. Elisyon
basamagi 2 defa uygulanmistir.

ahpC geni BamH| ve EcoRl; IprG geni ise EcoRl ve Hindlll restriksiyon enzim
kesim bolgeleri tasimaktadir (bkz. Tablo 3.1). Bu nedenle ¢ogaltilan pGEMT-ahpC
plazmiti BamH!I ve EcoRl ile kesilerek ahpC geni; ¢ogaltilan pGEMT-IprG plazmiti ise
EcoRl ve Hindlll enzimleri ile kesilerek IprG geni ¢ikartiimistir.

Plazmitlerin enzimatik kesimleri sirasinda kullanilan enzimler ve tamponlar
Tablo 3.5’te gosterilmistir. Kesim reaksiyonu icin olusturulan reaksiyon ortamlarini
iceren tlpler 37 °C sicakhkta 150 dakika inkibe edilmistir. Reaksiyonun
tamamlanmasinin ardindan ornekler %1 (a/h) agaroz jelde 90V gerilim altinda
yuritilmustlr. Agaroz jeldeki ahpC ve IprG genleri GenelET (Thermo Scientific) ticari
kit ile jelden alinmis ve pET-28a vektoriine ligasyonu yapilmak Gzere - 20 °C'de

saklanmistir.
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Tablo 3.5. pGEMT-ahpC ve pGEMT-IprG plazmitlerinden ahpC ve IprG genlerinin
kesilerek cikartilmasi icin olusturulan reaksiyon ortamlari.

islem Bilesen Miktar (pL)
PGEMT-ahpC 14
PGEMT—-ahpC plazmitinin kesilmesi BamHI| 1
Hindlll 1
Tango Buffer 2
TOPLAM 20
PGEMT-IprG 14
PGEMT-/prG plazmitinin kesilmesi EcoRl 1
Hindlll 1
Tango Buffer 2
TOPLAM 20

3.4.2. pET-ahpC ve pET-IprG Plazmitlerinin Olusturulmasi

AhpC ve LprG proteinlerinin Gretimi icin pET-28a (Novagen) plazmitleri
kullaniimistir. Bu plazmitler rekombinant proteinlerin N-terminallerinde histidin
aminoasit kalintisinin bulunmasina ve nikel kolonlarla saflastirmaya olanak
tanimaktadir. pET-28a plazmitinin klonlama bolgeleri Sekil 3.1’de gosterilmistir (145).

f T7 promotor &
Bglll P! o Lac operatér Xbal tbs

Neo | His*Tag Ndel Nhel T7+Tag

Eag| !tromm_n
BamH| EcoR| Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol His-Tag

Bpu1102 |

Sekil 3.1. pET-28a plazmitinin klonlama bolgeleri (Novagen (145)’den degistirilerek)

rbs: Ribozom baglanma boélgesi (ribosome binding site).
ahpc ve lprG genlerinin pET-28a-c(+) plazmitine ligasyonu ve olusturulan pET-

ahpC ve pET-lprG plazmitlerinin dogrulanmasi islemi;
i pET-28a-c(+) plazmitinin kesilmesi,
ii. pET-28a-c(+) plazmitine ahpC ve IprG genlerinin ligasyonu ve
iii. PET-ahpC ve pET-lprG plazmitlerinin dogrulanmasi asamalarindan

olusmaktadir.
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pET-28a-c(+) Plazmitinin Kesilmesi:

ahpC geni BamH| ve EcoRl; IprG geni ise EcoRl ve Hindlll restriksiyon enzim
kesim bolgeleri arasinda yer almaktadir (bkz. Tablo 3.1). ahpC geninin pET-28a
plazmitine ligasyonunun yapilabilmesi icin bos pET28a plazmiti oncelikle BamHI ve
EcoRl restriksiyon enzim cifti ile kesilmistir. Benzer bicimde /prG geninin pET-28a
plazmitine ligasyonunun yapilabilmesi icin bos pET28a plazmitinin 6ncelikle EcoRl ve
Hindlll restriksiyon enzim cifti ile kesilmistir. Bos pET-28a plazmitlerinin ahpC ve lprG
genlerinin ligasyonu icin uygun enzim ciftleriyle kesimi amaciyla olusturulan
reaksiyon ortamlari Tablo 3.6’da sunulmustur. pET-28a plazmitlerinin enzimatik

kesimi icin olusturulan reaksiyon ortami 37 °C sicaklkta 150 dakika inkibe edilmistir.

Tablo 3.6. pET-28a plazmitinin enzimlerle kesimi i¢in olusturulan reaksiyon ortami.

islem Bilesen Miktar (pL)
pET-28a 10
Bos pET-28a plazmitinin BamHI ve BamHI| 1
Hindlll enzimleri ile kesilmesi Hindlll 1
Tango Buffer 2
Nikleaz icermeyen su 2
TOPLAM 20
pET-28a 10
Bos pET-28a plazmitinin EcoRl ve EcoRl 1
Hindlll enzimleri ile kesilmesi Hindlll 1
Tango Buffer 2
Nikleaz icermeyen su 2
TOPLAM 20

Enzim kesim reaksiyonu sonrasinda plazmitler %1’lik (a/h) agaroz jelde 90V
gerilim ile yuruttlmastir. Agaroz jelde uygun sekilde kesilen plazmitler GenelET
(Thermo Scientific) kiti kullanilarak jelden alinmis ve ligasyon reaksiyonu sirasinda
plazmitin kendi kendine ligasyon yapmasini 6nlenmek amaciyla alkalen fosfataz (AP)
ile muamele edilmistir. Bunun icin rAPid Alkaline Phosphatase kit (Roche) kullaniimis
ve Uretici yonergeleri dogrultusunda Tablo 3.7'de belirtilen reaksiyon ortamlari
olusturulmustur. Defosforilasyon reaksiyonu icin hazirlanan ortamlar 37 °C'deki su

banyosunda 10 dakika bekletilmis ve reaksiyonun sonlandiriimasiicin karisim 2 dakika
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75 °C’deki su banyosunda tutulmustur. Deney bitiminde reaksiyon tipleri - 20 °C’'de

saklanmistir.

Tablo 3.7. Agaroz jelden izole edilmis, kesilmis bos pET-28a plazmitlerinin alkalen
fosfataz ile muamelesi icin olusturulan reaksiyon ortami.

Bilesen Miktar (uL)
pET-28a (kesilmis) 17
Alkalen fosfataz 1
Alkalen fosfataz tamponu 2
TOPLAM 20

pET-28a-c(+) Plazmitine ahpC ve IprG Genlerinin Ligasyonu:

ahpC ve IprG genlerinin pET-28a plazmitlerine ligasyonu icin vektor:insert
orani (h/h) 1:3 ve 1:7 olmak uzere iki farkli reaksiyon yapilmistir. Tepkime bilesenleri
ve miktarlari Tablo 3.8’de gosterilmistir. Ligasyon sirasinda T4 DNA ligaz enzimi ve
tamponu (Thermo Scientific, ABD) kullaniimis ve reaksiyon tiipleri 4 °C'de 16 saat
inkiibe edilmistir.

inkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan elde edilen ligasyon Urinleri
kompetan E.coli DH5a suslarina transforme edilmis ve bakteriler kanamisinli LB-agar
ortamina yayma ekim yapilarak, 37 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda olusan koloniler, steril pipet ucu ile alinmis ve kanamisinli-LB agara cizgi
ekim yapilmistir. Cizgi ekim yapilan kolonilerde ligasyon Urinlerinin (pET-ahpC veya
PET-IprG) olusup olusmadigini kontrol etmek icin manuel plazmit izolasyonu
yapimistir. Manuel plazmit izolasyonu icin oncelikle steril mikrosantrifij tiiplerine
100 pL STE tamponu (%10.3 Sukroz, a/h; 25 mM Tris HCl; 25 mM EDTA; pH 8.0)
eklenmistir. Daha sonra cizgi ekim yapilan her bir koloniden steril bir pipet ucu kadar
bakteri alinarak icine STE tamponu bulunan tiplere birakilmis ve kisa sire
vortekslenmistir. Mikrotlipler buz Gzerinde 20 dakika bekletildikten sonra lizerlerine
60 L Lizis Tamponu (0.3 M NaOH; %2 SDS, a/h) ilave edilmis ve tekrar kisa sureli
vortekslenmistir. Mikrotlipler oda sicakhginda 10 dakika inkiibasyona birakiimis ve
ardindan 70 °C’de su banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Ardindan 12.000 xg hizda
10 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmistir. islem sonunda siipernatandan bir

miktar alinarak %1 (a/h) agaroz jele yiklenmis 90V gerilim ile yuruttlmustir. Agaroz
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secilmistir.

Tablo 3.8. ahpC ve IprG genlerinin pET-28a plazmitlerine ligasyonu.

islem Bilesen Birinci Tip ikinci Tiip
Miktarlan Miktarlan
(uL, 1:3 h/h) (uL, 1:7 h/h)
BamHI ve Hindlll enzimleri ile 2 1
ahpC kesilmis pET 28a (vektor)
geninin ahpC (insert) 6 7
pET-28a T4 DNA Ligaz 1 1
plazmitine Ligasyon Tamponu 1 1
ligasyonu TOPLAM 10 10
EcoRl ve Hindlll enzimleri ile 2 1
IprG kesilmis pET-28a (vektor)
geninin IprG (insert) 6 7
pET-28a T4 DNA Ligaz 1 1
plazmitine Ligasyon Tamponu 1 1
ligasyonu TOPLAM 10 10

PET-ahpC ve pET-IprG Plazmitlerinin Dogrulanmasi:

Ligasyon deneylerinde secilen kolonilerin tasidigi plazmtilerin pET-ahpC ve
PET-IprG olup olmadiginin kontroli ise hem enzimatik kesim hem de PZR yontemleri
ile yapiimistir. Bunun icin dncelikle secilen koloniler 5 mL kanamisinli LB ortamina
ekilmis ve 37 °C’de 250 rpm hizda 16 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra bu kolonilerde

bulunan plazmitler GenelET (Thermo Scientific) ticari kit kullanilarak saflastiriimistir.

Restriksiyon Enzim Kesimi ile Plazmit Dogrulama

ahpC geni 5'- ucunda BamHI ve 3’- ucunda Hindlll enzim kesim bolgeleri
tasidigindan belirlenen E.coli DH5a kolonilerinden ticari kit ile saflastirilan pET-
ahpC'nin kesimi icin BamH| ve Hindll enzimleri kullaniimistir. lprG geniise 5’- ucunda
EcoRl, 3’- ucunda Hindlll enzim kesim bolgeleri tasidigindan belirlenen E.coli DH5a

kolonilerinden ticari kit ile saflastirilan pET-lporG’nin kesimi icin EcoRl ve Hindlll
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enzimleri kullanilmistir. Enzimatik kesim reaksiyonu icin olusturulan kosullar Tablo
3.9’da sunulmustur. Plazmitlerin enzimatik kesimi icin olusturulan reaksiyon ortami

37 °C sicaklikta 150 dakika inkiibe edilmistir.

Tablo 3.9. Enzimatik kesim yontemi ile plazmitlerin dogrulanmasi.

islem Bilesen Miktar (pL)

pPET-ahpC 16

PET-ahpC plazmitinin BamHI ve Hindlll BamHI 1
enzimleri ile kesilmesi Hindlll 1
Tango Buffer 2

TOPLAM 20

PET-IprG 16

PET-IprG plazmitinin EcoRIl ve Hindlll EcoRl 1
enzimleri ile kesimi Hindlll 1
Tango Buffer 2

TOPLAM 20

PZR Yontemi ile Plazmit Dogrulama

Kolonilerden elde edilen pET-ahpC ve pET-lprG plazmitlerinin PZR ile
dogrulanmasi isleminde, M.bovis genomik DNA’sindan ahpC ve IprG genlerini elde
etmek icin Tablo 3.1'de kullanilan ileri ve geri primerler kullaniimis ve Tablo 3.2’de
belirtilen calisma ortamlari ile Tablo 3.3’te verilen PZR kosullari uygulanmistir. PZR
deneyi sonrasinda reaksiyon ortamlari %1 (a/h) agaroz jelde 90V elektrik akiminda
ylritilmUs ve elde edilen PZR Griinleri jelde goériuntilenmistir.

Dogrulama deneyleri sonrasinda pET-ahpC ve pET-lprG plazmitlerini tasidigi
belirlenen E.coli DH5a suslari secilmis ve her birinin %50 (a/h) gliserol stoklari
olusturulmus ve - 80 °C’de saklanmistir. E.coli DH5a susu plazmit cogaltmak icin, E.coli
BL21 (DE3) susu ise rekombinant protein Greimi icin kullanilmistir. Bu bakimdan,
buraya kadar yapilan deneyler ile dogrulanan pET-ahpC ve pET-lprG plazmitleri

sirasiyla AhpC ve LprG proteinlerinin rekombinant Gretimi icin E.coli BL21(DE3)
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suslarina transforme edilmis ve transformasyondan sonra tekrar plazmit dogrulama
islemleri yapilmistir. E.coli BL21(DE3) susunda dogrulama islemleri PZR yontemi ile

yaptmistir.

3.5. AhpC ve LprG Proteinlerinin Rekombinant Uretimi i¢in Ustakim

islemler
3.5.1. Bakterilerde Protein Uretiminin indiiklenmesi ve inkiibasyon

PET-ahpC ve pET-lprG plazmitlerinin transforme edildigi E.coli BL21(DE3)
suslar - 80 °C’de saklanan gliserol stoklarindan alinmis, buz (zerinde ¢ozllmesi
saglanmis ve kanamisin iceren LB-agara ekilerek 16 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasinda, biiyliyen bakterilerden steril bir 6ze ucu kadar alinarak 5
mL’lik kanamisinli LB (Miller) besiyerine ekilmis ve 37 °C’deki 250 rpm hizda calisan
calkalayicili inkiibatérde 16 saat inkiibe edilmistir. Ureyen bakteriler kanamisin iceren
50 mL LB (Miller) Broth ortamina aktariimis ve 37 °C’deki 250 rpm hizda calisan
calkalayicih inklibatorde bakteri slispansiyonun ODeoo degeri 0.4-0.6 araligina
geldiginde, besiyerine son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilerek
rekombinant protein Uretimi indiklenmistir. IPTG ilavesinden 6nce ve eklendikten 2
ve 4 saat sonra inklibasyon durdurularak bakteri lizatlari elde edilmis ve protein
Uretimi Laemmli sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

gorintilenmistir (146).
3.6. AhpC ve LprG Proteinlerinin Rekombinant Uretimi igin Altakim islemler
3.6.1. Bakterilerin Toplanmasi

inkiibasyon tamamlandiginda bakteri siispansiyonunu iceren erlenler 15
dakika buz Gzeride bekletilmistir. Daha sonra bakteri stispansiyonlari 4 °C'de, 3000 xg

hizda 10 dakika santrifijlenerek ¢oktiralmutir.
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3.6.2. Toplanan Bakterilerin Lize Edilmesi

Bir gram hiicre pelleti basina 8M (re iceren 2-5 mL LEW tamponu (Lysis-
Equilibration-Wash buffer: 50 mM NaH;POa4, 300 mM NaCl, pH 8.0) ilave edilmis ve
hicreler vortekslenerek slispande edilmistir. Ardindan hicreler ultrasonik prob
kullanilarak (%60 kuvvette) buz lizerinde parcalanmistir. Homojenizasyon sirasinda
10 saniye ultrasonikasyon ve 30 saniye buz (lzerinde bekletme dodngileri 6 defa
uygulanmistir (147). Ultrasonikasyon islemi tamamlandiginda olusan lizat 10.000

xg'de 4 °C’'de 30 dakika santrfijlenmis ve stipernatan steril bir tipe alinmistir.

3.6.3. Proteinlerin Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi

pET-28a plazmitine klonlanan AhpC ve LprG proteinleri N-terminallerinde
6xHis-Tag eklenmis sekilde Uretilmistir (bkz. Sekil 3.1). Histidin aminoasitleri nikel
iyonuna afinite gosterdiklerinden, his-tag iceren proteinlerin saflastiriimalari
sirasinda nikel kolonlarin kullanimi biyik bir kolaylik ve avantaj saglamaktadir. Bu
sebeple, tez kapsaminda (retilen his-tag iceren antijenik proteinler afinite
kromatografisi uygulanarak nikel iceren kolonlardan gecirilerek saflastirilmistir. Bu
amacla Protino® Ni-TED (Macherey-Nagel, Almanya) his-tag protein saflastirma Kkiti
kullaniimistir.

Ni-TED kolon 4 mL LEW tamponu ile dengelenmistir. Ardindan protein ¢ozeltisi
kolondan gecirilerek his-tagl olarak Uretilen proteinlerin kolondaki nikel iyonlara
baglanmasi saglanmistir. Kolondan gecen ilk fraksiyon toplanmistir. Daha sonra kolon
3 defa 4 mL LEW tamponu ile yikanmis ve her bir yikama sonrasinda elGenter ayri ayri
toplanmistir. Yikama islemi tamamlandiginda kolondan elisyon tamponu (Elution
Buffer: 50 mM NaH;PQO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8.0) gecirilmis ve

protein iceren elientler toplanmistir.

3.6.4. Proteinlerin Karakterizasyonu

Protino® Ni-TED ile yapilan saflastirma islemlerinde elde edilen fraksiyonlarin
analizi icin Laemmli SDS-PAGE kullanilmistir (146). Hazirlanan jellerin icerikleri Tablo

3.10’da gosterilmistir. SDS-PAGE analizi icin, 15 puL 6rnek, %5 (h/h) B-merkaptoetanol
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iceren ornek yikleme ¢ozeltisi (3.55 mL deiyonize su; 1.25 mL 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8;
2.5 mL gliserol; 2.0 mL %10 (a/h) SDS; 0.2 mL %0.5 (a/h) bromfenol mavisi) ile 1:1
(h/h) oraninda karistiriimis ve 5 dakika 95 °C’de bekletilmistir. Hazirlanan ornekler
jele yiklendikten sonra Mini-Protean (Bio-Rad) elektroforez tankina yerlestirilmis ve
1X ylritme tamponu (1000 mL'lik ¢cozeltide 3.03 g Tris-baz, 14.4 g glisin, 1 g SDS, pH
8.3) ile 100V gerilim altinda ylrttilmastdr. Yiritme islemi tamamlandiktan sonra jel
1 saat fiksasyon ¢ozeltisi (hacimce 50:40:10 oranlarinda etanol:su:asetik asit ¢ozeltisi)
icerisinde bekletilmis ve sonra boyama ¢ozeltisi (% 0.1 (a/h) Coomassie Blue R-250,
%20 (h/h) metanol, %10 (h/h) asetik asit) icerisine aktarilarak oda sicakliginda 20
dakika suresince boyanmistir. Slire sonunda boyama ¢ozeltisi uzaklastiriimis ve jel
boya yikama ¢ozeltisi (hacimce 50:40:10 oranlarinda metanol:su:asetik asit ¢cozeltisi)

ile bantlar belirginlesene kadar yikanmistir.

3.6.5. Proteinlerin Miktar Tayini

Saflastirilan rAhpC ve rLprG proteinleri daha sonra ultrafiltrasyon santrifiij
tupleri (Amicon Ultra 0.5 mL, MWCO 10 kDa, Sigma) kullanilarak konsantre edilmistir.
Konsantrasyon islemi sirasinda proteinler steril fosfat tamponlu salin (PBS: 137 mM
NaCl; 2.7 mM KCIl; 10 mM NaxHPOg4; 1.8 mM KH,PO4, pH 7.4) ile yikanarak PBS
icerisine alinmistir. Macherey Nagel kolon ile saflastirilan rAhpC ve rlprG
proteinlerinin miktar tayini Bradford yontemi (148) ile 96 kuyucuklu plak kullanilarak

yaptmistir.

Standart Cozeltilerin ve Kér Cozeltisinin Hazirlanmasi

Protein kalibrasyon dogrusunun cizilebilmesi icin sigir serum alblimini (BSA)
¢ozeltisinin 5 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 500
pug/mL, 1000 pg/mL ve 2000 pg/mL derisimlerde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Deney sirasinda standart, kor ve 6rnek c¢ozeltileri ile Gg tekrarli (n=3) olacak sekilde
cahsilmistir. 96 kuyucuklu plaktaki tGzerine kor ¢ozelti olarak kullanilmak Gizere 5 plL

ultrasaf su kullanilmistir. Hazirlanan BSA standartlarindan 5’er pL alinarak
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kuyucuklara ilave edilmistir. Ayni sekilde rAhpC ve rLprG ¢ozeltilerinden alinan 5’er
uL ornekler de kuyucuklara eklenmistir. Bu islemlerin ardindan tiim kuyucuklara 245
uL Bradford reaktif boyasi (Fermentas, ABD) eklenmistir. Cok kanalli pipet yardimiyla
yapilan pipetaj sonrasinda plak oda sicakhgindaki karanlik br ortamda 20 dakika
bekletilmistir. Ardindan 595 nm dalga boyunda absorbans Olcimi yapilmis ve
standart grafigi cizilmistir. Bu grafikten elde edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi

kullanilarak rAhpC ve rLprG ¢ozeltilerindeki protein konsantrasyonu belirlenmistir.

Tablo 3.10. SDS-PAGE deneyinde kullanilan jelleri yiikleme ve ayirma jellerinin
bilesenlerinin miktarlari.

icerik Yiikleme Jeli Ayirma Jeli
(Stacking Gel) (Resolving Gel)
%4 %12
Deiyonize Su (mL) 6.1 3.4

Akrilamit/Bis akrilamit (mL) 1.3 4.0

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 (mL) 2.5 -

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 (mL) - 2.5
%10 (a/h) SDS (mL) 0.1 0.1
%10 (a/h) APS (L) 50 50

TEMED (pL) 10 5
TOPLAM (mL) 10 10

3.7. Asi Formiilasyonlari

Antijenlerin asi olarak formile edilmesi icin adjuvan eklenmistir. Asi adjuvani
olarak Montanide ISA 61 VG (SEPPIC, Fransa) yag icerisinde su (S/Y) tipi emilsiyon
formunda kullanima hazir asi adjuvani kullanilmistir (121). Asi formilasyonlarinda
antijen ve adjuvan bilesenleri aseptik sartlarda, 60:40 h/h (adjuvan:antijen) oraninda
karistirilmis ve 10 dakika vortekslenerek emiilsifiye edilmistir (149). Hazirlanan asi

formulasyonlarinin sterilitesi antibiyotik icermeyen LB-agar lizerinde 37 °C'de 16
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saatlik inkibasyon ile test edilmistir. in vivo ¢alismalarda uygulanan asi

formulasyonlarina ait bilgiler Tablo 3.11’de goriulmektedir.

Tablo 3.11. in vivo calismalar sirasinda farelere uygulanacak asi formulasyonlarina

ait bilgiler
Formiilasyon icerik
1 LprG + Montanide ISA 61 VG
2 AhpC + Montanide ISA 61 VG
3 PBS + Montanide ISA 61 VG
4 Ticari BCG asisi
(Indian Serum Institute, Hindistan)

3.8. in vivo Calismalar

in vivo hayvan deneyleri 6-8 haftalik, disi Balb/C fareler tizerinde yapilmis ve
tim deneyler Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan

onaylanmis deney protokoliine uygun olarak yuruttulmustiir (No: 2020/08-16).
3.8.1. Farelere Asi Uygulamasi ile ilgili Deney Plani

in vivo Calismalarda Kullanilacak Farelerin Gruplara Ayrilmasi

Calismalar sirasinda rAhpC asi antijeninin olusturdugu etkiyi gézlemlemek
adina fareler;

Grup A: PBS — Adjuvan;

Grup B: BCG prime — PBS boost;

Grup C: BCG Prime — Adjuvan Boost;

Grup D (rAhpC): rAhpC — Adjuvan;

Grup E (rAhpC): BCG Prime — rAhpC Boost, seklinde gruplandiriimistir.

rLprG asi antijeninin olusturdugu etkiyi gézlemlemek adina fareler;

Grup A: PBS — Adjuvan;

Grup B: BCG prime — PBS boost;

Grup C: BCG Prime — Adjuvan Boost;

Grup D (rLprG): rLprG — Adjuvan;
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Grup E (rLprG): BCG Prime — rLprG Boost, seklinde gruplandiriimistir.

Grup A, B ve C'den elde edilen serumlara ait 6lgtimler, AhpC ve LprG gruplari
ile karsilastirma icin kullaniimistir.

rAhpC ve rLprG antijenlerinin Montanide ISA 61 VG adjuvani ile hazirlanan
protein altbirim asi formilasyonlarinin hiimoral ve hicresel bagisiklik yanitlar
uzerindeki etkileri hem kendi baslarina, hem de BCG asisi ile prime asilanmis BALB/c
farelerde booster asi olarak uygulanarak degerlendirilmistir.

Asi  formilasyonlarinin  kendi baslarina bagisikhik yaniti  olusturma
etkinliklerinin in vivo degerlendirilmesi icin olusturulan hayvan gruplarinda yapilacak

astlamalar Tablo 3.12'de gosterilmistir.

Tablo 3.12. rLprG ve rAhpC rekombinant protein altbirim asilari ile yapilan
bagisiklama calismasina dair bilgiler.

GRUP ve UYGULANACAK DOZ VERILIS VERILIS
FARE SAYISI FORMULASYON YOLU SIKLIGI
Grup A (n=6) PBS + 250 uL enjeksiyon s.C. 2 defa

Montanide 61 VG (2:3, h/h, PBS:adjuvan) (1. ve 15. giin)
Grup B (n=6) BCG Asisl 0,1 mL steril PBS s.C. 1 defa
icerisinde 1x10° CFU BCG (1. giin)
Grup D AhpC proteini + 0,1 mg AhpC/250 pL s.C. 2 defa
(rAhpC) Montanide 61 VG enjeksiyon (2:3, h/h, (1. ve 15. giin)
(n=6) antijen:adjuvan)
Grup D LprG proteini + 0,1 mg LprG/250 pL s.C. 2 defa
(rLprG) Montanide 61 VG enjeksiyon (2:3, h/h, (1. ve 15. giin)
(n=6) antijen:adjuvan)
Grup A: PBS —ISA 61VG; Grup B: BCG prime — PBS boost; Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost;
Grup D (rAhpC): rAhpC — ISA 61VG; Grup D (rLprG): rLprG — ISA 61VG

Hazirlanan asi formilasyonlarinin BCG asisi ile prime asilanmis farelerde
booster asi olarak kullanilabilirligini degerlendirmek icin prime-asilamadan 2 hafta
sonra ilk booster asilama ve bundan 2 hafta sonra da ikinci booster asilama
uygulanmistir. Asi formilasyonlarinin  booster etkinligi icin deney sirasinda
kullanilacak fare gruplari, farelere uygulanacak asi formilasyonlari, bu asilarin dozu,

uygulama yolu ve sikligi Tablo 3.13’te gosterilmistir.
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Tablo 3.13. rLprG ve rAhpC altbirim protein asilari ile yapilan prime-boost
bagisiklama calismasinin plani.

GRUP ve PRIME Dvc;il;L};E VERiLjs BOOST DOZU VE VERILiS VERiLjs
FARE SAYISI | ASILAMA YOLU SIKLIGI ASILAMA YOLU SIKLIGI
LprG 0,1 mg LprG/250 | 2 defa
Grup E proteini + uL enjeksiyon (15. ve
(rLprG) Montanide (2:3, h/h), 30. glin)
(n=6) 1 defa 61VG s.C.
0,1 mL AhpC 0,1 mg AhpC/250 | 2 defa
Grup E steril PBS proteini uL enjeksiyon (15. ve
(rAhpC) BCG icerisind | (1. glin) + (2:3, h/h), 30. giin)
(n=6) e 1x10° Montanide s.C.
CFU BCG 61VG
PBS 250 plL enjeksiyon | 2 defa
Grup C s.C. + (2:3, h/h), (15. ve
(n=6) Montanide s.C. 30. glin)
61VG

Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost; Grup E (rAhpC): BCG Prime — AhpC Boost; Grup E (rLprG): BCG
Prime — rLprG Boost, seklinde gruplandiriimistir.

Tablo 3.12 ve Tablo 3.13’te belirtilen asilar ve bu asilar ile yapilacak

bagisiklama calismasi icin deney tasarimi Sekil 3.2’de sematik olarak gosterilmistir.
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Grup A: PBS —ISA 61VG; Grup B: BCG prime — PBS boost; Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost; Grup
D (rAhpC): rAhpC — ISA 61VG; Grup D (rLprG): rLprG — ISA 61VG; Grup E (rAhpC): BCG Prime — rAhpC
Boost, Grup E (rLprG): BCG Prime — rLprG Boost.
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3.8.2. Hiimoral Bagisiklik Yanitinin Tayini
Himoral Bagisiklik Yanitinin Wester Blot ile Tayini

in vivo ¢alisma gruplarinda kullanilan tiim BALB/c farelerde, rekombinant
AhpC ve LprG proteinlerine karsi spesifik antikor Uretiminin kalitatif olarak
gorintilenmesi amaciyla Western blot (WB) yontemi kullaniimistir (150). Bunun igin
rAhpC ve rLprG protein ornekleri 6nce sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ile yuritiilmustlr. SDS-PAGE ile ikiser jel yiritiilmis ve
jellerin birisi Coomassie Brilliant Blue ile boyanmis, digeri ise WB deneyi igin
kullaniimistir. WB deneylerinde primer antikor olarak in vivo deneylerden elde edilen
60. glin serumlari kullanilmistir. WB deneyi icin, stingerler, kalin Whatman® kagitlari,
jel boyutuna uygun olarak kesilmis nitroseliiloz membranlar (Bio-Rad, Hercules, CA)
ve jeller 1X transfer tamponunda (25 mM Tris bazi, 192 mM glisin, %20 (v/v) metanol,
% 0.025-0.1 SDS [%0.04, a/h], pH 8.3) slatilarak Sekil 3.3’te gosterildigi gibi
olusturulan sandvi¢ yap! Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad)
western blot transfer aparatina yerlestirilmistir. Daha sonra 4 °C’'de 1X transfer
tamponu icerisinde 100 volt gerilim wuygulanarak 1 saat transfer islemi
gerceklestirilmistir. Transfer islemi tamamlandiginda membran WB aparatindan
cikartiimis ve %0.1 (h/h) Tween-20 iceren 1X TBS ¢6zeltisi (20 mM Tris-baz, 150 mM
NaCl, pH 7.5) (TBS-T) icerisinde yikanmistir. Daha sonra bloklama ¢ozeltisi (%5, a/h
yagsiz sut tozu iceren 1X TBS ¢Ozeltisi) icerisinde 37 °C'de 2 saat inkibe edilmistir.
inkiibasyon tamamlandiginda 1X TBS-T ile 10’ar dakikalik uygulamalar ile 3 defa
yikanmistir. Daha sonra membran (izerine bloklama tamponu ile 1:400 oraninda
seyreltilmis primer antikor ¢ozeltisi eklenmis oda sicakliginda 60 rpm hizda yatay
calkalayici Gizerinde 1 saat bekletilmistir. Slire bitiminde membran tekrar 1X TBS-T ile
5’er dakika 4 defa yikanmistir. Yikama isleminin hemen ardindan bloklama c¢ozeltisi
ile 1:20.000 (h/h) oraninda seyreltilmis sekonder antikor (anti-mouse IgG, Sigma) ile
oda sicakhginda 1 saat bekletilmistir. Siire sonunda tekrar 1X TBS-T ile 5’er dakika 4
defa yikama yapilmistir. Yikama isleminden sonra membran, bantlar gorilene kadar

alkalen fosfataz konjuge substrat kiti (Bio-Rad, Hercules, CA) ile hazirlanan ¢ozelti
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icerisinde karanlik ortamda bekletilmis ve olusan bantlar goriintilenmistir. Bantlarin
belirmesinin ardindan membran saf su ile yikanarak substratin uzaklasmasi

saglanmistir. Deney sonunda membranlar goriintllenmistir.

——» Sunger

—* Kalin Filtre Kagidi

/ Membran
-l S -

L Kaln Filtre Kagidi

> Siinger

Sekil 3.3. Membran, jel ve filtre kagidinin sandvi¢ yontemiyle hazirlanmasi ve
transfer aparatina yerlestirilmesi.

Hiimoral Bagisiklik Yanitinin ELISA Temelli Total immiinoglobulin G (IgG)

Olgiimii ile Tayini

BALB/c farelerde, rAhpC ve rLprG proteinleri ile hazirlanan asi
formulasyonlarinin uyardigi hiimoral bagisiklik yanitin seviyesinin (toplam IgG)
kantitatif olcimi ELISA deneyi ile yapiimistir. Bunun icin oncelikle ELISA plaklar
kuyucuk basina 1 pg rAhpC veya rLprG proteini gelecek sekilde kaplanmistir. Kaplama
islemi icin rekombinant proteinlerin karbonat tamponundaki (% 0.159 a/h Na,COs;
%0.388 g, a/h, NaHCOs; pH 9.6) ¢ozeltileri kullanilmistir. Plaklar parafilmle kaplanmis
ve bir gece 4 °C’'de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda plaklar yikama c¢ozeltisi
(%0.8, a/h, NaCl; %0.02, a/h, KCl; %0.144, a/h, NazHPO4; %0.024, a/h, KH,PO4; %0.1,
h/h, Tween-20, pH 7.2) ile 3 defa yikanmis, 50 pL bloklama ¢ozeltisi (%2, a/h, BSA
iceren yikama c¢oOzeltisi) kuyucuklara eklenmis ve plaklar 37 °C'de 1 saat inkibe
edilmistir. Bagisiklanmis farelerden toplanan serum 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
1:1600 ve 1:3200 oranlarinda bloklama c¢ozeltisi ile seyreltilerek primer antikor
cozeltisi olarak kullaniimis ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
plaklar 4 defa yikama c¢ozeltisi ile yikanmistir. Daha sonra kuyucuklara bloklama

cozeltisi icinde 1:1000 (h/h) oraninda seyreltilmis alkalen fosfataz konjuge anti-
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mouse IgG sekonder antikor (Sigma) ilave edilmis ve plaklar 1 saat 37 °C’de inkiibe
edilmistir. inkiibasyon tamamlandiginda plaklar yikama c¢ozeltisi ile 4 defa
yikanmistir. ELISA deneyleri icin alkalen fosfataz konjuge sekonder antikor substrat
kiti (Bio-Rad) kolorimetrik substrat ajani olarak kullanilmistir. Kit bileseni olan AP 25x
renk olusturma tamponundan 0.4 mL alinmis ve (izerine 9.6 mL deiyonize su ilave
edilerek 1X’e seyreltilmistir. Daha sonra kit bileseni olan AP colour reagent A ve B
¢Ozeltilerinden 100’er plL alinarak hazirlanan 1X tampona ilave edilmis ve kisa sire
vortekslenmistir. Hazirlanan karisim kuyucuk basina 100 plL olacak sekilde dagitiimis
ve plaklar 30 dakika oda sicakhiginda karanlik bir yerde inkiibe edilmistir. ELISA plak

okuyucu yardimiyla 405 nm dalga boyunda optik dansite olciimustdir.
3.8.3. Hiicresel Bagisiklik Yanitinin Tayini

in vivo deneylerde kullanilan Balb/c farelerinde olusan hucresel bagisiklik
yanitinin diizeyi (Uretilen IL-12 miktari) kantitatif olarak ELISA testi ile belirlenmistir.
Farelerin serum IL-12 seviyelerinin belirlenmesi icin Mouse IL-12 ELISA Kit (Invitrogen)
kullaniimistir. Deney sirasinda her 6rnek, standart ve kor ¢ozeltileri icin ikiser test
yapilmistir. Plaklar 400 pL yikama tamponu (%1 a/h Tween-20 iceren PBS ¢6zeltisi) ile
3 defa yikanmistir. Plakta standart ¢ozelti icin ayrilan kuyucuklara 2000, 1000, 500,
250, 125, 62.5 ve 31.3 pg/mL konsatrasyonlarda standart ¢ozelti ilave edilmistir.
Standart ve kor c¢ozeltilerinin bulundugu kuyucuklara 100 pyL Tayin Tamponu (1X)
(%10 a/h BSA ve %1 a/h Tween-20 igceren PBS ¢ozeltisi) ilave edilmistir. Numuneler
icin ayrilmis kuyucuklara ise 50 pL Assay Buffer (1X) ve 50 pL farelerden alinan serum
ornekleriilave edilmistir. Daha sonra, kit bileseni olan ‘biotin konjuge anti-mouse IL-
12 monoklonal antikor’ ¢ozeltisi Assay Buffer (1X) ile 1:100 (h/h) oraninda seyreltilmis
ve bu ¢ozeltiden her bir kuyucuga 50 ulL ilave edilmistir. ELISA plaginin yizeyi film ile
kapatilmis ve plak 25 °C’de 2 saat inkibe edilmistir. inkiibasyon tamamlandiginda
kuyucuklardaki ¢ozelti dokiilmiis ve 400 uL yikama ¢ozeltisi ile 5 defa yikanmistir. Kit
bileseni olan Streptavidin-HRP ¢ozeltisi Tayin Tamponu (1X) ile 1:100 (h/h) oraninda
seyreltilmis ve her bir kuyucuga 100 puL ilave edilmistir. Plak yizeyi film ile kapatilmis

ve 25 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon tamamlandiginda, kuyucuklardaki
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¢Ozelti dokilmis ve 400 pL yikama cozeltisi ile 5 defa yikanmistir. Yikama bittiginde,
tim kuyucuklara 100 pL substrat ¢cozeltisi (TMB, tetrametil benzidin) ilave edilmis ve
plak 25 °C'de karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda
kuyucuklara 100 pL durdurma c¢ozeltisi (1M fosforik asit) ilave edilmis ve plak 450
nm’de absorbans dl¢iilmustir. ikili kuyucuk dlgiimlerinin ortalama absorbans degeri
alinmistir. Standart kuyucuklarinin verileri kullanilarak konsantrasyon — absorbans
standart egrisi cizilmistir. Numune c¢ozeltilerinin bulundugu kuyucuklara 50 pL
numune ve 50 L Assay Buffer (1x) ilave edildiginden 1:2 oraninda bir seyreltme s6z
konusu olacak ve deneydeki seyreltme faktori 2 olarak hesaplanacaktir. Bu nedenle

numune ol¢limleriicin standart egride okunan degerler 2 ile carpilmistir.
3.9. istatistiksel Degerlendirme Yontemleri

ELISA  deneylerinden elde edilen verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., CA, ABD) yazilim
destek programi yardimiyla cift yonli varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc test

(Tukey’s test) kullaniimistir.
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4. BULGULAR

4.1. ahpC ve IprG Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

rAhpC proteinini kodlayan ahpC geni ve rLprG proteinini kodlayan IprG genleri
bolim 3.3’te belirtildigi gibi gerceklestiriien PZR deneyi ile M.bovis genomik
DNA’sindan c¢ogaltilmistir. Elde edilen PZR drinlerinin %1 (a/h) agaroz jedeki

goruntileri Sekil 4.1'de verilmistir.

750 bp 750 bp

500 bp 500 bp

A B

Sekil 4.1. Mycobacterium bovis genomik DNA’sindan PZR ile ¢cogaltilan (A) ahpC ve
(B) IprG genleri.

M: 1 kb DNA marker (G571A, Promega); 1,2: ahpC PZR; 3: ahpC PZR negatif kontrol; 4,5: IprG PZR; 6:
IprG PZR negatif kontrol. ahpC: 588 bp; IprG: 711 bp.
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4.2. Plazmit Yapilarinin Olusturulmasi
4.2.1. ahpC ve IprG Genlerinin pGEMT Plazmitine Ligasyonu

PZR deneyi ile 5’ ucunda BamHI ve 3’ ucunda Hindlll enzim kesim bdlgesi
olacak sekilde cogaltilan ahpC geni ve 5’ ucunda EcoRl ve 3’ ucunda Hindlll enzim
kesim bolgesi olacak sekilde cogaltilan IprG geninin (bkz. Tablo 3.1) pGEMT vektoriine
ligasyonu bolim 3.4.1.’de anlatildigi gibi yapilmisir. islem ve inkiibasyon sonunda
beyaz koloni olusturan bakterilerden manuel plazmit izolasyonu yapilmistir. pGEMT-
ahpC taramasinda s6z konusu bakterilerden 1 ve 3 numaralilar ve pGEMT-lprG
taramasindaki bakterilerden 7 ve 13 numarali olanlar secilmistir. Daha sonra bu
koloniler sivi LB ortaminda blyitilerek tasidiklari plazmitler GenelET (Thermo
Scientific) ticari kit ile izole edilmistir.

1 ve 3 numarali kolonilerden izole edilen pGEMT-ahpC plazmitleri BamH| ve
Hindlll, 7 ve 13 numarali kolonilerden izole edilen pGEMT-/prG plazmitleri EcoRl ve
Hindlll enzimleri ile kesilmis ve kesim Urinleri %1’lik agaroz jelde 90V gerilim ile
ylritilmustliir. Deney sonunda elde edilen agaroz jelin gorintlsa Sekil 4.2'de

sunulmustur.

4000 bp
3000 bp

1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

Sekil 4.2. pGEMT vektorlerinden restriksiyon enzimleri ile kesilerek ¢ikartilan ahpC
ve IprG genlerinin agaroz jel goriintileri

M: marker; 1-2: Sirasiyla 1 ve 3 numarali koloniden izole edilen ve BamHI-HindlIll enzimleri ile kesilen
PGEMT-ahpC plazmitleri; 3-4: Sirasiyla 7 ve 13 numarall koloniden izole edilen ve EcoRI-Hindlll
enzimleri ile kesilen pGEMT-IprG plazmiti. pGEM-T: 3000 bp; ahpC: 588 bp; IprG: 711 bp
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4.2.2. ahpC ve IprG Genlerinin pET-28a-c(+) Plazmitine Ligasyonu

Rekombinant protein Uretimi icin, proteinleri kodlayan genler pGEMT
plazmitinden kesilerek ikinci bir plazmite (pET-28a plazmiti) klonlanmistir. Bu amacla
bos pET plazmitleri, pET-ahpC plazmitinin olusturulmasi icin BamHI| ve Hindlll
enzimleri ile ve pET-lprG plazmitinin olusturulmasi icin EcoRl ve Hindlll enzimleri ile
bolim 3.4.2°de anlatildigi gibi kesilmis ve kesim urtinleri %1 (a/h) agaroz jelde

yuritilmustir. Elde edilen agaroz jel gorintisi Sekil 4.3'te sunulmustur.

6000 bp
5000 bp

Sekil 4.3. Restriksiyon enzimleri ile kesilmis bos pET28a plazmitinin %1’lik agaroz
jeldeki gorintiisa.

M: 1 kb DNA marker (G571A, Promega); 1: BamHI ve Hindlll enzimleri ile kesilen bos pET-28a plazmiti;
2: EcoRl ve Hindlll enzimleri ile kesilen bos pET-28a plazmiti (~5.4 kb).
Kesilen pET plazmitleri pET-ahpC ve pET-IprG yapilarinin olusturulmasi igin kullanilmistir.
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pPET-ahpC Plazmitinin Olusturulmasi ve Dogrulanmasi

Kesilmis pET-28a plazmiti ve ahpC geninin ligasyonu icin olusturulan reaksiyon
ortami (bkz. Tablo 3.8) E.coli DH5a suslarina transforme edilmis ve bakteriler
kanamisinli-agar ortaminda inkibe edilmistir. Daha sonra olusan kolonilerden
manuel plazmit izolasyonu yapilmis ve bu plazmitler %1 (a/h) agaroz jelde

yaritilmustir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. pET—ahpC ligasyonlarinin transforme edildigi E.coli DH5a suslarindan
manuel plazmit izolasyonu ile elde edilen plazmitlerin agaroz jeldeki
goruntdleri.

1-4: E.coli DH5a kolonisinden manuel izolasyonla elde edilen plazmiler; 5: Bos pET-28a plazmiti.

Deneyler sonunda 3 ve 4 numaral kolonilerde pET-ahpC plazmiti oldugu
go6zlenmis ve kolonilerden GenelET kit ile plazmitler izole edilmis ve hem enzimatik

kesim hem de PZR deneyleri ile dogrulama yapilmistir.
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PET-ahpC Plazmitinin Restriksiyon Enzim Kesimi ile Dogrulanmasi

Secilen 3 ve 4 numarali kolonilerden izole edilen plazmitler BamHI ve Hindlll
enzimleri ile Tablo 3.9’da belirtilen reaksiyon kosullarinda kesilmis ve ardindan %1

(a/h) agaroz jelde yirutulmustur (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. pET-ahpC ligasyonlarinin transforme edildigi E.coli DH5a kolonilerinden
secilen kolonide pET-ahpC plazmitinin varliginin BamHI-Hindlll enzim
kesimi ile dogrulanmasi.

M: 1 kb DNA marker; 1 ve 2: Sirasiyla 3 ve 4 numaral E.coli DH5a kolonisinden izole edilen plazmitin
BamHI-Hindlll enzimleri ile kesimi sonucu elde edilen bantlar; 3 ve 4: Bos pET-28a plazmitine ait
bantlar. ahpC: 588 bp; pET-28a:~5400 bp.
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PET-ahpC Plazmitinin PZR ile Dogrulanmasi

Enzimatik kesim reaksiyonu, agaroz jel ile goriintilendiginde 4 numaral
koloninin pET-ahpC plazmitini tasidigi anlasiimistir. Ancak dogrulama islemi icin bir de
PZR deneyi yapilmasina karar verilmistir. Bunun icin Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’te
belirtilen kosullarda PZR deneyi yapilmistir. PZR sonucu elde edilen gen Urdnlerinin

agaroz jeldeki gorintisi Sekil. 4.6’da verilmistir.

750 bp
500 bp

Sekil 4.6. 4 numaral E.coli DH5a kolonisinden elde edilen pET-ahpC plazmiti ile
yapilan PZR’den elde edilen Uriinlerin agaroz jel gérintlisa.

M: 1 kb DNA marker; 1 ve 2: 4 numarall E.coli DH5a kolonisinden izole edilen plazmit ile yapilan
PZR’dan elde edilen bantlar; 3: Negatif kontrol. ahpC: 588 bp.

Enzimatik kesim ve PZR dogrulamalari sonucunda 4 numarali E.coli DH5a
kolonisinin pET-ahpC plazmitini tasidigi gosterilmistir. Bu bakteriden GenelET ticari
kit ile izole edilen plazmit rekombinant protein Gretimi amaciyla E.coli BL21(DE3)

susuna transforme edilmek (izere - 20 °C'de saklanmistir.
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pPET-IprG Plazmitinin Olusturulmasi ve Dogrulanmasi

Kesilmis pET-28a plazmiti ve IprG geninin ligasyonu icin olusturulan reaksiyon
ortami (bkz. Tablo 3.8) E.coli DH5a suslarina transforme edilmis ve bakteriler
kanamisinli-agar ortaminda inkibe edilmistir. Daha sonra olusan kolonilerden
manuel plazmit izolasyonu yapilmis ve bu plazmitler %1 (a/h) agaroz jelde yuritulerek

goruntulenmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. pET-IprG ligasyonlarinin transforme edildigi E.coli DH5a suslarindan yapilan
manuel plazmit izolasyonunun agaroz jel gorintisa.

1: Bos pET-28a plazmiti; 2-6: pET-IprG ligasyonlarinin transforme edildigi E E.coli DH5a suslarindan
izole edilen plazmitler.

Agaroz jel elektroforez sonuclarina gore 2 ve 6 numaral kolonilerin pET-lprG
plazmitini tasidigl gézlenmis ve kolonilerin tasidigi plazmitler GenelET ticari kit ile
izole edilmistir. S6z konusu plazmitler enzimatik kesim ve PZR deneyleri ile

dogrulama yapilmistir.
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PET-IprG Plazmitinin Restriksiyon Enzim Kesimi ile Dogrulanmasi

Secilen 2 ve 6 numarali kolonilerden izole edilen plazmitler EcoRI ve Hindlll
enzimleri ile Tablo 3.9’da belirtilen reaksiyon kosullarinda kesilmis ve ardindan %1

(a/h) agaroz jelde yuritulmustar (Sekil 4.8).

6000 bp

5000 bp

750 bp

500 bp

Sekil 4.8. pET-IprG ligasyonlarinin transforme edildigi E.coli DH5a kolonilerinden
secilen 2 ve 6 numarali kolonilerde pET-/prG plazmiti varliginin EcoRI-Hindll|
enzim kesimi ile dogrulanmasi.

M: 1 kb DNA marker; 1-2: Sirasiyla 2 ve 6 numarah E.coli DH5a kolonilerinden izole edilen pET-IprG

plazmitinin EcoRI-Hindlll enzimleri ile kesimi sonucu elde edilen bantlar. lprG: 711 bp; pET-28a:~5400
bp.
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PET-IprG Plazmitinin PZR ile Dogrulanmasi

Enzimatik kesim reaksiyonu agaroz jel ile goriintilendiginde 2 ve 6 numarali
kolonilerin pET-IprG plazmiti tasidigi gozlenmistir. Ancak dogrulama islemi icin bir de
PZR deneyi yapilmasina karar verilmistir. Bunun icin Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’te
belirtilen kosullarda PZR deneyi yapilmistir. PZR sonucu elde edilen gen Urinlerinin

agaroz jeldeki gorintisi Sekil 4.9’da verilmistir.

750 bp
500 bp

Sekil 4.9. pET-IprG ligasyonlarinin transforme edildigi E.coli DH5a kolonilerinden
secilen 2 ve 6 numarali kolonilerde pET-IprG plazmitinin varliginin PZR ile
dogrulanmasi.

M: 1 kb DNA marker; 1-2: Sirasiyla 2 ve 6 numarali E.coli DH5a kolonisinden izole edilen pET-lprG
plazmiti i¢in PZR sonuglari; 3: Negatif kontrol. IprG: 711 bp.

Enzimatik kesim ve PZR dogrulamalari sonucu 2 ve 6 numarali E.coli DH5a
kolonilerinin her ikisinin de pET-lprG plazmitini tasidigi gosterilmistir. Bu
bakterilerden GenelET ticari kit ile izole edilen plazmitler rekombinant protein
Gretimi amaciyla E.coli BL21(DE3) susuna transforme edilmek Uzere - 20 °C'de

saklanmistir.
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4.3. Rekombinant AhpC ve LprG Proteinlerinin Uretimi i¢in Ustakim islemler

4.3.1. pET-ahpC ve pET-IprG Plazmitlerinin E.coli BL21(DE3) Susuna

Transformasyonu ve Kolonilerin Taranmasi

Olusturulan pET-ahpC ve PpET-lporG plazmitleri yapilarinda kodladiklari
proteinlerin Uretimi icin, rekombinant protein ifadeleme amaciyla kullanilan E.coli

BL21(DE3) susuna transforme edilmistir.
pPET-ahpC Plazmitinin E.coli BL21(DE3) Susuna Transformasyonu

- 20 °C’de saklanan pET-ahpC plazmiti bolim 3.2.2’de anlatildigi sekilde E.coli
BL21(DE3) susuna transforme edilmistir. Transformasyon ortaminin inkiibasyonu
sonucunda olusan kolonilerden manuel plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen

izolatlarin agaroz jeldeki goriintlisti Sekil 4.10°da verilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 4.10. pET-ahpC ligasyonlarinin transforme edildigi E.coli BL21(DE3)
kolonilerinden manuel izolasyon ile elde edilen plazmitlerin agaroz jeldeki
gorintisu.

M: Bos pET-28a plazmiti; 1-15: E.coli BL21(DE3) kolonilerinden izole edilen plazmitler.

Yapilan deney sonucunda 1 ve 15 numarali E.coli BL21(DE3) kolonileri pET-
ahpC plazmitini tasiyan koloniler olarak secilmis ve tasidiklari plazmitler GenelET kit

ile izole edilerek PZR ile dogrulama icin - 20 °C’de saklanmistir.
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PET-IprG Plazmitinin E.coli BL21(DE3) Susuna Transformasyonu

- 20°C’'de saklanan pET-lprG plazmiti bolim 3.2.2°de anlatildigi sekilde E.coli
BL21(DE3) susuna transforme edilmistir. Transformasyon ortaminin inkiibasyonu
sonunda olusan kolonilerden manuel plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen

izolatlarin agaroz jeldeki goriintlisii Sekil 4.11'de verilmistir.

Sekil 4.11. pET—/prG ligasyonlarinin transforme edildigi E.coli BL21(DE3) suslarindan
manuel plazmit izolasyonu ile elde edilen plazmitlerin agaroz jeldeki
gorintisu.

M: Bos pET-28a plazmiti, 1-13: E.coli BL21(DE3) kolonisinden manuel izolasyonla elde edilen

plazmitler.

Yapilan deney sonucunda 2 ve 6 numarali E.coli BL21(DE3) kolonileri pET-IprG
plazmitini tasiyan koloniler olarak secilmis ve tasidiklari plazmitler GenelET kit ile

izole edilerek PZR ile dogrulama icin - 20 °C’de saklanmistir.
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PET-ahpC ve pET-IprG plazmitlerinin PZR ile dogrulanmasi

PET-ahpC plazmitini tasiyan 1 ve 15 numarali E.coli BL21(DE3) kolonileri ile
PET-IprG plazmitini tasiyan 2 ve 6 numarali E.coli BL21(DE3) kolonilerinden GenelJET
kit ile izole edilen plazmitlerin dogrulanmasi icin Tablo 3.2’de belirtilen ortam ve
Tablo 3.3’te belirtilen kosullarda PZR deneyi yapilmis ve deney sonunda olusan PZR

Urlnleri agaroz jelde yurttiulmastdr (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. E.coli BL21(DE3) suslarinda bulunan pET-ahpC ve pET-lprG plazmitlerinin
PZR ile dogrulanmasi.

M: 1 kb DNA marker;

1-2: Sirasiyla 1 ve 15 numaral E.coli BL21(DE3) kolonilerinden izole edilen pET-ahpC plazmitleri ile
yapilan PZR’dan elde edilen bantlar;

4 ve 5: Sirasiyla 2 ve 6 numarali E.coli BL21(DE3) kolonilerinden izole edilen pET-IprG plazmitleri ile
yapilan PZR’dan elde edilen bantlar;

3 ve 6: Negatif kontrol.

PZR ile dogrulama deneylerinin ardindan, rAhpC proteinin rekombinant olarak
Uretimi icin 1 ve 15 numarali E.coli BL21(DE3) kolonilerinin, rLprG proteinin
rekombinant olarak lretimi icin 2 ve 6 numarali E.coli BL21(DE3) kolonilerinin
kullanilabilecegi anlasiimistir. S6z konusu bakterilerin %50 (a/h) gliserol stoklari

hazirlanmis ve suslar rekombinant protein Uretimine kadar - 80 °C’de saklanmistir.
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4.3.2. Rekombinant AhpC ve LprG Proteinlerinin Uretimi

Bolim 3.5.1’de anlatildigi gibi rekombinant protein Uretimine baslamadan
once pET-ahpC ve pET-IprG plazmitlerini tasiyan E.coli BL21(DE3) suslarinin kiltar
ortamlarina 1 mM son konsantrasyonda IPTG eklenerek balterilerde rekombinant
protein Uretimi indiiklenmistir. inkiibasyonun 2. ve 4. saatlerinde bakteriler hasat

edilerek bakteri lizatlari SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 4.13).

kDa

50

37

25

Sekil 4.13. AhpC ve LprG proteinlerinin bakteride tretim ortaminin SDS-PAGE
goruntdleri.

M: Marker (Bio-Rad, 161-0377); 1: LprG (IPTG+, 2. saat); 2: LprG (IPTG+, 4. saat); 3: LprG (IPTG-, 4.
saat); 4: AhpC (IPTG+, 2. saat); 5: AhpC (IPTG+, 4. saat); 6: AhpC (IPTG-, 4. saat). Oklar, rekominant
olarak uretilen LprG ve AhpC proteinlerini gostermektedir.

Rekombinant proteinlerin Uretimi icin bakteri kiltlrlerine IPTG eklendikten
sonra kiltiriin 4 saat devam ettiriimesinin verim acgisindan uygun oldugu

gorulmustr.
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4.4. Altakim islemler

4.4.1. Proteinlerin Saflastirilmasi

Uretilen proteinler {iretim ortamindan, afinite kromatografisi ile Protino Ni-

TED kiti kullanilarak bolim 3.6.3’te anlatildigi sekilde saflastiriimistir.

4.4.2. rAhpC ve rLprG Proteinlerinin Karakterizasyonu

rAhpC ve rLprG proteinleri bolim 3.6.4’te anlatildigi gibi SDS-PAGE ile

karakterize edilmistir.
Protino Ni-TED Kit ile saflastirilan rAhpC proteinine ait SDS-PAGE goriintisi

Sekil 4.14’te verilmistir.

kDa

50

— 37

— 25

Sekil 4.14. rAhpC proteininin SDS-PAGE gorintiisa.

M: marker (BioRad, 161- 0374); 1: AhpC lreten E.coli BL21(DE3) lizati; 2: Ni-TED kolondan elle olan
ilk fraksiyon; 3, 4, 5: Sirasiyla 1., 2. ve 3. Yikamalar; 6, 7, 8: Sirasiyla 1., 2. ve 3. elUsyonlar.
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Protino Ni-TED Kit ile saflastirilan rLprG proteinine ait SDS-PAGE gorintisi
Sekil 4.15’te verilmistir.

kDa

50

37

25

Sekil 4.15. rLprG proteininin SDS-PAGE gorintiisa.

M: marker (BioRad, 161- 0374); 1: LprG Ureten E.coli BL21(DE3) lizati; 2: Ni-TED kolondan elle olan ilk
fraksiyon; 3, 4, 5: Sirasiyla 1., 2. ve 3. Yikamalar; 6, 7, 8: Sirasiyla 1., 2. ve 3. elUsyonlar.
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4.4.3. Saflastirilan rAhpC ve rLprG Proteinlerinin Miktar Tayinleri

Saflastirilan rAhpC ve rLprG proteinlerinin miktar tayinleri bolim 3.6.5’te

anlatildigi sekilde yapilmistir. SpectraMax® id3 (Molecular Devices, ABD) mikroplaka

okuyucu ile 595 nm’de yapilan standart ¢ozelti absorbanslarinin olgiimleri ile elde

edilen sonuclar Tablo 4.1’ de sunulmustur.

Tablo 4.1. Cozelti Konsantrasyonlari ve Absorbanslar.

Cozelti | Cozeltilerdeki Protein Konsantrasyonu (ug/mL) | Ortalama absorbans ODsgs
Kor 0 0,000
STD-1 5 0,002
STD-2 10 0,003
STD-3 25 0,007
STD-4 50 0,016
STD-5 100 0,038
STD-6 250 0,086
STD-7 500 0,192
STD-8 1000 0,337
STD-9 2000 0,568
rAhpC Bilinmiyor 0,435
rLprG Bilinmiyor 0,510
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Standart ¢Ozeltilerin protein konsantrasyonu ve spektrofotometrede okunan

absorbans verileri kullanilarak kalibrasyon dogrusu cizilmistir (Sekil 4.16).

Konsantrasyon - Absorbans Grafigi

0,800

2
Q' 0,600
S

2 0,400
3

S 0,200 y = 0,0003x + 0,0097
3 R%=0,9887
< 0,000

0 500 1000 1500 2000 2500

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.16. Bradford yontemin ile miktar tayini icin cizilen kalibrasyon dogrusu.

rAhpC ve rLprG protein cozeltilerinin, kalibrasyon denklemi kullanarak

hesaplanan konsantrasyonlari Tablo 4.2’de goriilmektedir.

Tablo 4.2. rAhpC ve rLprG protein ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari.

Protein Cozeltisi ODso5 Protein Cozeltisinin Konsantrasyonu (pg/mL)
AhpC 0,435 1417,67
LprG 0,510 1666,56

4.5. in vivo Hayvan Deneylerinde Asi Antijenlerinin indiikledigi Hiimoral

Bagisikligin Tayini
4.5.1. Western Blot

rAhpC ve rLprG ile asilama gruplarinin serumlarinda olusan antikorlarin rAhpC
ve rLprG 6zgllliglni tayin etmek icin 6nce bolim 3.8.2'de anlatildigl gibi Western

blot deneyi yapilmistir.
AhpC Proteinin ile Yapilan Western Blot Calismalari

Primer antikor ¢ozeltisi olarak Grup D (rAhpC): rAhpC — Adjuvan grubuna ait

60. glin serumunun kullanildigi WB deneyinin bulgulari Sekil 4.17’de sunulmustur.
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kDa
35

25
20

kDa

35 —

25
20 —

Sekil 4.17. Grup D (rAhpC): rAhpC — ISA 61VG grubuna ait serumlarda AhpC’ye karsi
olusan antikorlarin kalitatif analizi. AhpC proteinine ait (A) SDS-PAGE jel,
(B) Western blot membran goriintileri.

A ve B sekillerinin her ikisi igin, 1: IPTG ile indiklenmemis pET-ahpC tasiyan E.coli BL21(DE3) lizati; 2:
IPTG ile indliklenmis pET-ahpC tasiyan E.coli BL21(DE3) lizati; 3: Dengelenmis nikel kolondan gegen ilk

fraksiyon; 4, 5: Birinci ve ikinci yikama; 6, 7: Birinci ve ikinci elGatlar. M:Marker (BLUeye Prestained).

rAhpC proteinine karsi tiretilen 6zgiil antikorlarin kalitatif analizi igin; “A: PBS
— Adjuvan”, “B: BCG prime — PBS boost” ve “E (rAhpC): BCG Prime — rAhpC Boost”
gruplarina ait 60. glin serumlarinin primer antikor olarak kullanildigi WB bulgulari

Sekil 4.18’de gorilmektedir.
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M 1 2 3 4 5 6 M 1 2 3
E kDa :
kDa -
35 — - 25 — T
o — ' — -
- -
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A B

kDa

Sekil 4.18. “Grup B: BCG prime — PBS boost”, “Grup E (rAhpC): BCG Prime — rAhpC
Boost” ve “Grup A: PBS — ISA 61VG” gruplarina ait 60. giin serumlarinda
rAhpC’ye karsi olusan antikorlarin kalitatif analizi.

(A) rLprG ve rAhpC proteinlerinin SDS-PAGE goriintisu, (B) rAhpC proteinlerinin marker ile yanyana
yerlestirilmis goriintisi. (C) rAhpC proteininin western blot membranin goériintiisi. 1 numarali
sutunda “Grup E (rAhpC): BCG Prime — rAhpC Boost” grubundan alinan serum; 2 numaral siitunda
“Grup B: BCG prime — PBS boost” grubundan alinan serum; 3 numarali situnda “Grup A: PBS — ISA
61VG” grubundan alinan serum primer antikor olarak kullanilmistir. M: Marker (BLUeye Prestained
Protein Ladder, PM007-0500, Bio-Helix).
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LprG Proteini ile Yapilan Western Blot Calismalari

“D (rLprG): rLprG — Adjuvan” grubuna ait 60. glin serumunun primer antikor

¢Ozeltisi olarak kullanildigi WB deneyinin bulgulan Sekil 4.19’da sunulmustur.

kDa

Sekil 4.19. rLprG’ye karsi olusan antikorlarin western blot analizi. rLprG proteinine ait
(A) SDS-PAGE jel goriintiisi, (B) Western blot membran gorintisi. Ave B
sekillerinin her ikisi igin,

1: IPTG ile indUklenmemis pET-IprG tasiyan E.coli BL21(DE3) lizati; 2: IPTG ile indiklenmis pET-IprG
taslyan E.coli BL21(DE3) lizati; 3: Dengelenmis nikel kolondan gegen ilk fraksiyon; 4, 5: Birinci ve ikinci

yikamalar; 6, 7: Birinci ve ikinci elUatlar. M: Marker (BLUeye Prestained Protein Ladder, PM007-0500,
Bio-Helix)
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rLprG proteinine karsi tretilen 6zgul antikorlarin kalitatif analizi igin in vivo “A:
PBS — Adjuvan”, “B: BCG Prime — PBS Boost” ve “E (rLprG): BCG Prime — rLprG Boost”
asilama gruplarindan toplanan 60. giin serumlarinin primer antikor olarak kullanildigi

WB bulgulari Sekil 4.20’de gorilmektedir.

kDa
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Sekil 4.20. “Grup E (rLprG): BCG Prime — rLprG Boost”, “Grup B: BCG Prime — PBS
Boost”, “Grup A: PBS — ISA 61VG” gruplarina ait 60. glin serumlarinda
rLprG’ye karsi olusan antikorlarin kalitatif analizi.

(A) LprG proteininin SDS-PAGE, (B) Western Blot membraninin goriintlsi. 1 numarali situnda “Grup
E (rLprG): BCG Prime —rLprG Boost” grubundan alinan serum; 2 numarah stitunda “Grup B: BCG Prime
— PBS Boost” gurubundan alinan serum; 3 numarah siitunda “Grup A: PBS — ISA 61VG” gurubundan
alinan serum primer antikor olarak kullaniimistir. M: Marker (BLUeye Prestained)
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4.5.2. Total immiinoglobulin G (IgG) Tayini

in vivo asllama calismalarinda farelerden alinan 0., 15., 30., 45. ve 60. giin
serum oOrneklerinde bulunan rAhpC ve rLprG spesifik antikorlar Bolim 3.8.2°de
anlatildigi sekilde ELISA testi ile OlclilmUstiir. Elde edilen veriler GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., CA, ABD) yazilim destek programi yardimiyla cift yonlu
varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc test (Tukey’s test) ile istatistiksel agidan analiz

edilmistir.
rAhpC Proteinine Karsi Olusan Hiimoral immiinite

in vivo asillama calismalarindaki “A: PBS — Adjuvan”; “B: BCG prime — PBS
boost”; “C: BCG Prime — Adjuvan Boost”; “D: rAhpC — Adjuvan”; “E: BCG Prime —
rAhpC Boost” gruplarindan alinan 0., 15., 30., 45. ve 60. glin serum Orneklerinde
rAhpC proteinine karsi gelisen antikorlarin varligi, rAhpC proteini ile kaplanmis 96
kuyucuklu plaklarda ELISA temelli yontem ile analiz edilmis ve elde edilen sonuglar

Sekil 4.21'de gosterilmistir. Verilerin istatistiksel analizinin sonuglari Tablo 4.3'te

verilmistir.
0.15 Grup A: PBS — ISA 61VG
mm Grup B: BCG prime — PBS boost
. 0.10 B Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost
]
8 Grup D: rAhpC —ISA 61VG
0.05- :
3 B Grup E: BCG Prime — AhpC Boost
2 i
0.00 T T

GUNO GUN15 GUN30 GUN45 GUN 60

Sekil 4.21. rAhpCiile in vivo asilama gruplarindaki farelerin serum IgG diizeyleri.
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Tablo 4.3. in vivo asilama ¢alismalarinda kullanilan farelerin serumlarindaki rAhpC
spesifik antikor seviyelerinin varyans analizi.

immiinizasyon . . . .
L - . .. 15. . . .
ASI GRUPLARI Bncesi (0. giin) 5. giin 30. giin 45. giin 60. giin
-GRUPC AD AD * % * % ok % * % % %
- AD AD
-GRUPE AD AD %k ok K %k ok K %k ok K
GRUPB - GRUPC AD AD * * ok ok
GRUP B - AD AD
GRUPB- GRUP E AD AD %k %k %k k %k %k %k % %k %k %k %
GRUP C - AD AD
- GRUPE AD AD * %k % * %k %k *k * %k %k k

Grup A: PBS —ISA 61VG; Grup B: BCG prime — PBS boost; Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost; Grup D:
rAhpC — ISA 61VG; Grup E: BCG Prime — AhpC Boost. *: p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001;
***%*:0<0,0001; AD: Anlamli degil.

LprG Proteinine Karsi Olusan Hiimoral immiinite

in vivo asillama calismalarindaki “A: PBS — Adjuvan”; “B: BCG prime — PBS
boost”; “C: BCG Prime — Adjuvan Boost”; “D: rLprG — Adjuvan”; “E: BCG Prime —rLprG
Boost” gruplarindan alinan 0., 15., 30., 45. ve 60. glin serumlarinda rLprG proteinine
karsi gelisen antikorlarin varligi rLprG proteini ile kaplanmis 96 kuyucuklu plaklarda
ELISA temelli yontem ile analiz edilmis ve elde edilen sonuclar Sekil 4.22’de
gosterilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel analizinin sonuglari Tablo 4.4’te

verilmistir.
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GUNO GUN15 GUN30 GUN45 GUN 60

81

Grup A: PBS—-ISA 61VG
B Grup B: BCG prime — PBS boost
I Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost
| Grup D: rLprG — ISA 61VG

I Grup E: BCG Prime — rLprG Boost

Sekil 4.22. rLprG ile in vivo asilama gruplarindaki farelerin serum IgG diizeyleri.

Tablo 4.4. in vivo asilama calismalarinda kullanilan farelerin serumlarindaki rLprG
spesifik antikor seviyelerinin varyans analizi.

AS| GRUPLARI 'mm”";;asgyﬁc’n") Oncesi | 15 giin | 30.giin | 45.giin | 60.giin
- AD
GRUP B- GRUP C AD AD * e *
GRUP B - AD
GRUPB- GRUPE AD AD N
GRUP C- AD
GRUP C - GRUP E AD AD N T

Grup A: PBS — ISA 61VG; Grup B: BCG prime — PBS boost; Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost; Grup

D: rLprG —ISA 61VG; Grup E: BCG Prime — rLprG Boost

*: p<0.05; **:p<0.01; ***:p<0.001; ****:p<0.0001; AD: Anlaml degil

4.6. in vivo Hayvan Deneylerinde Asi Antijenlerinin indiikledigi Hiicresel

Bagisikligin Tayini

Farelerde rAhpC veya rLprG proteinine karsi olusan hiicresel bagisiklik yaniti

serum IL-12 miktari Gzerinden tayin edilmistir. Bunun i¢in boélim 3.8.3'te anlatildigi

gibi Mouse IL-12 ELISA Kit (Invitrogen) kullanilarak farelerden toplanan serum

ornekleri ile ELISA testi yapilmistir.
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4.6.1. rAhpC Antijeni ile Olusan Hiicresel Bagisiklik Yanitinin Tayini

in vivo asillama calismalarindaki “A: PBS — Adjuvan”; “B: BCG prime — PBS
boost”; “C: BCG Prime — Adjuvan Boost”; “D: rAhpC — Adjuvan”; “E: BCG Prime —
rAhpC Boost” gruplarindan alinan 0., 15., 30., 45. ve 60. giin serumlarindaki 1L-12
seviyelerini saptamak icin  yapilan ELISA deneyinin  sonuglari Sekil 4.23'te

gosterilmistir. Verilerin istatistiksel analizinin sonuglari Tablo 4.5’te verilmistir.

%‘ 8000

E | . Grup A: PBS —ISA 61VG

= 6000+ i

g H n mm Grup B: BCG prime — PBS boost
S 1 .

3 4000+ B Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost
b=

c

e n 0 Grup D: rAhpC—ISA 61VG

S 2000 f i

o

< I Grup E: BCG Prime — AhpC Boost
- .

= 0-

GUNO GUN15 GUN30 GUN45 GUNG6O

Sekil 4.23. rAhpCile in vivo asilama gruplarindaki farelerin serum IL-12 seviyeleri.

Tablo 4.5. rAhpC ile in vivo asilama gruplarinda bulunan farelerin serumlarindaki IL-
12 seviyelerinin varyans analizi.

Bagisiklama
ASI GRUPLARI . 15. giin 30. giin 45, giin | 60. giin
Oncesi (0. giin)

- AD
GRUPB - GRUPC AD AD ok ok *ok Ak

GRUP B - AD
GRUP B - GRUPE AD AD ok Ak Kok
GRUP C - AD AD
GRUP C - GRUPE AD AD ok ook * ok ok ok

Grup A: PBS —ISA 61VG; Grup B: BCG prime — PBS boost; Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost; Grup D:
rAhpC —ISA 61VG; Grup E: BCG Prime — rAhpC Boost
*: p<0.05; **:p<0.01; ***:p<0.001; ****:p<0.0001; AD: Anlamh degil
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4.6.2. LprG Antijeni ile Olusan Hiicresel Bagisiklik Yanitinin Tayini

in vivo asillama calismalarindaki “A: PBS — Adjuvan”; “B: BCG prime — PBS
boost”; “C: BCG Prime — Adjuvan Boost”; “D: rLprG — Adjuvan”; “E: BCG Prime —rLprG
Boost” gruplarindan alinan 0., 15., 30., 45. ve 60. giin serumlarindaki IL-12 seviyelerini
saptamak icin yapilan ELISA deneyinin sonugclari Sekil 4.24’te gosterilmistir. Verilerin

istatistiksel analizinin sonuclari Tablo 4.6’te verilmistir.

%‘ 8000 - Grup A: PBS — ISA 61VG

&

a B Grup B: BCG prime — PBS boost
5 6000

§ B Grup C: BCG Prime —1SA 61VG Boost
w)

g 4000 - 0 Grup D: rLprG — ISA 61VG

c

a = I Grup E: BCG Prime — rLprG Boost
§ 2000 i

~

~N

—

E

GUNO GUN15 GUN30 GUN45 GUN 60

Sekil 4.24. rLprG ile in vivo asilama gruplarindaki farelerin serum IL-12 seviyeleri.

Tablo 4.6. rLprG ile in vivo asilama gruplarinda bulunan farelerin serumlarindaki IL-
12 seviyelerinin varyans analizi.

Asilama
AS| GRUPLARI Oncesi 15. giin | 30. giin | 45. giin | 60. giin
(0. giin)
-GRUPB AD * % % k * % %k % * %k %k ok * % %k %
-GRUPC AD * % % k * % %k % * %k %k % * % %k %
- AD
-GRUPE AD * % %k %k * % % %k * %k % % * %k % %
GRUP B - GRUP C AD AD ** * ¥ ok
GRUP B - AD
GRUPB- GRUPE AD AD * %k k K * %k k K * %k k K
GRUP C - AD AD
GRUPC - GRUPE AD AD * %k k % * %k k % * %k k %
- GRUPE AD * % * % % %k * %k % %k * %k % %

Grup A: PBS —ISA 61VG; Grup B: BCG prime — PBS boost; Grup C: BCG Prime — ISA 61VG Boost; Grup D:
rLprG — ISA 61VG; Grup E: BCG Prime —rLprG Boost
*: p<0.05; **:p<0.01; ***:p<0.001; ****:p<0.0001; AD: Anlaml degil
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi, “Sigir tiberkiilozuna sebep olan ve insanlarda da zoonotik bir
ajan olan M. bovis’in virulansinda etkili oldugu bilinen LprG ve AhpC proteinlerinin
rekombinant asi gelistirmek lizere potansiyel asi antijeni olarak kullanilabilir” hipotezi
Uzerine tasarlanmistir.

Tuberkiloz hastaligi, tarihi cok eski caglara kadar uzanan, giinlimizde yeniden
artis gosteren, eriskin astlamasinda ¢ok basarili olunamayan ve halk sagligi acisindan
ciddi bir sorun olusturan bulasici bir hastaliktir. Temel olarak M. tuberculosis basilini
iceren damlaciklarla havayolu ile bulasan bu hastalik klinikte akciger tiberkiilozu,
akciger disi tiiberkiiloz ve zoonotik tliberkiloz endikasyonlari ile aktif veya latent
olarak goriilebilmektedir. Diinya Saghk Orgiiti’niin istatistiksel verilerine gére 2018
yilinda kiiresel 6lcekte 10 milyondan fazla aktif tiberkiloz ve 2 milyara yakin latent
tiberkiloz hastasi oldugu 6ngoérilmektedir. Ayrica, klinikte karsilasilan ila¢ drencli
tuberkiiloz vakalari tedaviyi zorlastirmakta ve halksaghgi acisindan mevcut riski daha
da artirmaktadir (22).

Yasadigimiz pandemi slirecinde de goruldiGgi gibi bulasici hastaliklar ile
miicadelenin en etkin yolu, toplumda hastaliga neden olan patojene karsi bagisiklik
olusturulmasini saglayan asilarin gelistirilmesidir. Tlberkiloz hastaligina karsi
bagisiklama amaciyla insanlarda kullanimina onay verilen tek asi Fransiz bilim
insanlari Albert Calmette ve Camille Guérin tarafindan M.bovis susundan gelitsirilen
M. bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG) asisidir. Bu asi halen erken cocukluk
déneminden itibaren tiiberkiiloz hastaliginin dnlenmesi icin kullanilan tek asidir (10).
Neredeyse 100 yili askin siredir kullanimda olan BCG asisi en yaygin kullanilan ve en
glivenli asi olma ozelligini tasimasiyla birlikte (126) ¢6ziim bekleyen bazi sorunlar
devam etmektedir. Bunlar;

e Eriskin bireylerde koruyucu bagisiklik olusturma etkinliginin degiskenligi (%0-

80 araliginda degismektedir) (127),

e Koruyuculuk siiresinin (15-60 yil) (130, 131) degiskenligi,
e Eriskinlerde asilamanin enfeksiyon, latent tliberkiiloz gelisimi veya latent

hastalik aktivasyonunu 6nlemedigini gosteren calismalarin bulunmasi (128),
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e Cocukluk ¢cagi asilama programlarinin biyiik kisminda uygulanmasina ragmen
kiiresel tliberkiloz insidansindaki dististin yavashgi,

olarak siralanabilir. Siralanan bu sorunlar her yas grubunda tim tiiberkiloz
formlarina karsi koruma saglayacak daha etkin bir asiya ihtiya¢ duyuldugunu
gostermektedir. Bu ihtiya¢ dogrultusunda bugin yeni tiberkiloz asilarinin
gelistirilmesi icin yogun olarak pre-klinik ve klinik calismalar siirmektedir (bkz. Tablo
2.2) (22).

BCG asisinin etkinliginin bireylerde zamanla azalmasinin altinda yatan neden
henliz tam olarak anlasilamamistir. Bu konudaki varsayim BCG ile asilama sonrasi
olusan bagisik bellek hiicrelerinin zamanla yok olmasidir. Buna ¢6ziim olarak BCG ile
astlanmis bireylere M.tuberculosis ile iliskili bir booster asi uygulanmasi 6nerilmekte
ve bunun s6z konusu bellek hiicrelerini yenileyebilecegi dlisinlilmektedir (151).

Hem BCG’ye alternatif, hem de BCG ile prime asilanmis bireylerde booster asi
olarak uygulanacak yeni asilarin kesfi ve gelistirilmesi tiiberkiloz ile kiiresel miicadele
acisindan biyik 6nem tasimaktadir. Yeni asi teknolojileri bakimindan rekombinant
protein alt birim asilarin digerlerine gore Ustinlikleri dikkat cekmektedir (152). Bu

Ustinlukleri soyle 6zetleyebiliriz:

Canli organizma icermediklerinden patojenisite riski tasimamalari,

lyi tanimlanabilen bir yapiya sahip olmalari,

Cesitli tasiyici sistemlerle formiile edilebilmeleri,

Bliyik olcekli Gretimlerinin kolay olmasi,

Biyoinformatik ve molekiler araglar ile mihendislik ¢calismalarina imkan

vermeleri.

Bu bilgilerin i1siginda tamamlanan doktora tez ¢calismasinin amaci;

(i) Tuberkiloz patogenezi ile ilgili virlilans faktorlerin rekombinant DNA
teknolojisi ile bakteriyel ifadeleme sistemlerinde Gretilmesi, saflastiriimasi
ve karakterizasyonu,

(ii) Uretilen rekombinant proteinleri asi adjuvani ile formiile etmek,

(iii) Gelistirilen alt birim asilarin hem tek baslarina hem de BCG ile prime

astlanmis farelerde booster asi olarak etkinliklerini arastirmak.
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Bu amac¢ dogrultusunda tez calismamizda literatir verilerine gore asi antijeni
olma potansiyeli olan ancak bu amacla daha 6nce Uzerinde arastirma yapilmamis
AhpC proteini rekombinant DNA teknolojisi ile Gretilmis ve asi adayi olma portansiyeli
farelerde hiimoral ve hiicresel yanitlara bakilarak degerlendirilmistir. Ayni calismalar
ikinci bir asi adayi antijen olan rLprG proteini ile paralel olarak stirdirilmustiir. Daha
oncesinde bir calismada (153) M. tuberculosis H37Rv genomundan ¢ogaltiimis olan
rLprG proteininin ve tek basina, Ribi (monofosforil lipit A-trehaloz dikorinomikolat)
adjuvani ve dimetildioktadesilamonyum klorit (DDA) adjuvani ile formilasyonlari
hazirlanmis ve TB asi potansiyeli degerlendirilmistir. Bu calismamizda ise rLprG
proteini M.bovis genomik DNA’sindan c¢ogaltilmis ve emdiilsiyon tipi yag bazl
Montanide® ISA 61VG adjuvaniyla formilasyonu yapilarak hiicresel ve himoral

immun yanittaki etkisi arastirilmistir.
5.1. Rekombinant Protein Uretimi icin Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Rekombinant protein Uretiminin temel basamaklari; proteini kodlayan ilgili
genin (i) belirlenmesi, (ii) cogaltilmasi, (iii) ekspresyon vektorlerine (plazmitlere)
klonlanmasi, (iv) vektorin protein ifade edecek hiicre sistemine (bakteriye)
transformasyonu ve (v) {Uretilen proteinin ayrilmasi, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu olarak 6zetleyebiliriz.

Bakteriyel transformasyon, klonlama sirecinin kritik bir asamasidir. Plazmit
DNA hiicre ceperini gectikten sonra bakteri icerisinde dayanikli olarak kalmalidir.
Hicreler katyonik maddelerle muamele, sicaklik degisim soklari ve elektroporasyon
gibi yontemlerle yabanci DNA’nin alimi agisindan elverisli (kompetan) hale getirilir
(154).

Laboratuvar calismalarinda bakteri suslarini kompetan hale getirmek icin
Hanahan yoOntemi (155), DMSO vyontemi (156), CaCl, yontemi (157) ve
elektroporasyon ydntemi (158) en sik kullanilan yéntemlerdir. iki degerlikli kalsiyum
katyonlar (Ca?*) tek veya kombinasyonlar halinde uygulanan ¢ok etkili yéntemdir

(154).
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HMS174, HB101, JIM109, DH5a ve NovaBlue gibi E.coli K12 suslari klonlama
islemlerinde yaygin olarak kullanilan suslardir (159). Rekombinant protein tretimi icin
sik tercih edilen E.coli suslar arasinda ise BL21, BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysS, BL21
Star, Lemo21 (DE3), Tuner (DE3), Origami, SHuffle, Rosetta (BL21 CodonPlus), C41
(DE3) ve C43 (DE3) bulunmaktar (160).

Bu tez kapsaminda, plazmitlere gen klonlama islemleri icin E.coli DH5a susu
kullanilirken, rekombinant protein Gretimi icin E.coli BL21(DE3) suslari kullanilmistir.
Bakterilerin kompetan hale getirilmesi igin CaCl, ile muamele yontemi tercih

edilmistir.

5.2. ahpC ve IprG Genlerinin Biyolojik Kaynaktan Elde Edilmesi ve pGEM-T

Plazmiti ile Cogaltilmasi

Tez calismasi kapsaminda literatlr taramasi ile secilen ve rekombinant alt
birim asi antijeni olarak Uretilmesi planlanan AhpC ve LprG proteinlerine ait gen
dizileri M. bovis genomik DNA’sindan PZR yontemi ile cogaltiimistir. Tasarlanan ileri
ve geri primer ciftleri kullanilarak ahpC geni BamH| ve Hindll; IprG geni ise EcoRl ve
Hindlll kesim enzimlerine spesifik gen bolgeleri arasinda olacak sekilde PZR ile
cogaltilmis (bkz. Tablo 3.1) ve agaroz jelde analiz edilmistir.

PZR deneyleri ile cogaltilan ahpC ve IprG gen dizileri agaroz jelden
saflastirildiktan sonra litaratliirde PZR (TA) klonlama olarak bilinen bir klonlama
teknigi ile pGEM-T vektor sistemine klonlanmistir. PZR klonlama teknigi, restriksiyon
enzimleri ile kesim basamagina gerek duymaksizin PZR rin( gen dizilerinin 6zel bir
vektore dogrudan klonlanmasina imkan veren bir tekniktir. TA klonlama veya PCR
(TA) klonlama olarak adlandirilan teknik en sik kullanilan PZR klonlama yéntemi olarak
kabul edilmektedir. Bu yontemde, PZR deneyinde kalip DNA’dan ilgili gen bolgesinin
cogaltmak amaciyla kullanilan Taqg polimeraz enziminin c¢ogalttigi DNA
fragmentlerinin 3’ ucglarina adenin (A) artiklari eklenmektedir (161). PZR (TA)
klonlama icin kullanilan pGEM-T Easy vektor sistemi dogrusal ve 3’ uclarinda timidin
(T) artigi tasiyan bir vektor sistemidir. S6z konusu timidin artiklari PZR deneyinde Taq

polimeraz ile Uretilen ve adenin artiklari tastiyan DNA dizilerinin kolaylikla vektore



88

tutunmasini saglamaktadir (162). Literatlirde bildirilen bu veriler dogrultusunda
agaroz jelden GenelET Gel Extraction Kit (Thermo) ile saflastirilan ve uglarinda adenin
artiklari tasiyan PZR drilinleri 3’ timin artiklari barindiran pGEM-T mekik vektoriine
klonlanmistir. Klonlanan pGEMT-ahpC ve pGEMT-IprG ligasyon Urlinleri kompetan
E.coli DH5a suslarina transforme edilmis ve mavi-beyaz tarama yapiimistir.
Mavi-beyaz tarama, rekombinant bakterinin belirlenmesi icin hizl ve etkili bir
teknik olup temeli E.coli'de laktozu, glukoz ve galaktoza parcalayan B-galaktozidaz
aktivitesine dayanmaktadir. E.coli'nin bulundugu ortamda laktoz varsa bakteride
bulunan lacZ operonu ve buna bagl olarak B-galaktozidaz aktivitesi uyarilmaktadir.
B-galaktozidaz tetramerik bir enzim olup her bir monomer lacZ-alfa ve lacZ-omega
seklinde iki kisimdan olusmaktadir. Eger alfa fragment silinirse omega-fragment
islevsiz hale gelir. Alfa fragmentin islevselligi bir plazmit ile saglanabilmektedir (a-
komplementasyon sireci). Pek ¢ok E.coli susu lacZAM15 delesyon mutasyonuna
sahiptir ve pek ¢cok plazmit vektorii lacZ alfa monomerine denk gelen 146 aminoasitlik
kisa bir lacZ gen segmenti tasimaktadir. Boylece bu plazmitler mutasyonlu hicreler
tarafindan alindiginda a-komplementasyon sirecinin bir sonucu olarak bakteri
hicresinde B-galatozidaz enzimi islevsel formda Uretilebilimektedir. S6z konusu a-
komplementasyon sireci pGEM-T gibi plazmitlerin tercih edildigi rekombinasyon
islemlerinde belirtec olarak kullanilmaktadir. Bu tip klonlama vektoérlerinde ¢oklu
klonlama bolgeleri plazmitte lacZ gen bolgesinin icine yerlestirilmistir. Bu bolge
yabanci DNA parcalarinin eklenmesi icin restriksiyon enzimleri ile kesilebilmektedir.
Yabanci bir DNA parcasini iceren bir vektor E.coli hiicresi tarafindan alindiginda a-
komplementasyon gerceklesmez ve bu nedenle islevsel bir B-galaktozidaz enzimi
Uretilemez. Ancak vektor yabanci DNA dizisi tasimiyorsa veya coklu klonlama
bolgeleri disinda bir bolgede ise vektorde bulunan lacZ geni a-komplementasyon
stirecini gerceklestirecek ve islevsel bir B-galaktozidaz Ureten E.coli susu olusacaktir.
Rekombinant DNA’yi tasiyan klonlarin taranmasi icin X-gal olarak bilinen bir
kromojenik substrat agar plaga eklenmektedir. Eger bakteride tiretilen B-galaktozidaz
islevsel ise X-gal substratini “5-bromo-4-kloro-indoksil” maddesine hidroliz eder. Bu

madde daha sonra kendiliginden dimerize olarak “5,5’-dibromo-4,4’-dikloro-indigo”
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olarak bilinen ve ¢6zlinmeyen mavi bir Grline donisir. Bu nedenle rekombinant geni
icermeyen hiicreler mavi renkte gorinirken, iceren hiicreler beyaz renkte
gorinmektedir. Bu sekilde istenen koloniler kolaylikla secilerek kiltlirt
yapilabilmektedir. Mavi-beyaz tarama siirecinde X-gal ile birlikte izopropil B-D-1-
tiyogalaktopiranozit (IPTG)'de kullanilmaktadir. IPTG, galaktozun metabolize
olmayan analogudur ve lacZ genini indliklemektedir. Bu sebeple gorsel tarama igin X-

gal gibi bir kromojenik substrat gerekmektedir (163).
5.3. ahpC ve IprG Genlerinin pET-28a-c(+) Plazmitine Ligasyonu

Bir gen dizisinin spesifik bir konakcida ifadelenebilmesi icin, konakcida
bagimsiz olarak cogalabilen, uygun genetik elemanlar (replikasyon orijini, secici
antibiyotik dire¢ geni, promoter bolgesi, translasyon baslangic bolgesi ve
transkripsiyon-translasyon durdurucu bolgeler) iceren plazmitlere aktarilmasi
gerekmektedir (164).

Klonlama ve plazmit cogaltma islemlerinde yaygin olarak kullanilan E.coli
HMS174, HB101, JM109, NovaBlue ve DH5a suslarinin, yiksek transformasyon
etkinligi gostermeleri ve plazmit cogaltma islemlerindeki verimleri dolayisiyla pET
vektor sistemi ile yapilan klonlanma ve c¢ogaltma islemlerinde uygun olduklari
bilinmektedir (159). Bu nedenlerle pET-ahpC ve pET-IprG plazmitlerinin ¢ogaltiimasi
islemleri E.coli DH5a suslari kullanilarak yapiimistir.

Tip Il restriksiyon endonikleazlar ve DNA ligazlarin kullanildigi klonlama
yontemleri zahmetli, zaman alici ve enzim cesitlerinin az olmasi gibi olumsuzluklarina
ragmen en yaygin kullanilan laboratuvar yontemleridir. Bu tez calismasinda da
rekombinant pET plazmitinin olusturulmasi amaciyla restriksiyon enzim kesimi ve
ligasyonda dayali klonlama yontemi uygulanmistir.

Ligasyon islemlerinde en sik karsilasilan problem kullanilan vektoriin kendi
kendine kapanmasi durumu olup self-ligasyon olarak adlandiriimaktadir. Bu nedenle
optimum transformasyon etkinligi elde edebilmek icin self-ligasyonun onlenmesi

kritik 6nem tasir.
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Self ligasyonun onlenmesi icin literatlirde (i) alkalen fosfataz ile muamele, (ii)
kismi doldurma (partial filling-in) ve (iii) deoksiriboz degistirme olarak adlandirilan
yontemler kullanilmaktadir. DNA parcalari arasinda olusan fosfodiester baglari, DNA
ligaz enzimitarafindan DNA’nin 5’-fosfat gruplari (5°-P) ile 3’-hidroksil gruplari (3’-OH)
arasinda olusturulmaktadir (165). Alkalen fosfataz enzimi ile muamele edilmis
DNA’'nin 5’ ucglari defosforile hale geleceginden DNA molekili self ligasyon yapamaz
(166, 167). Ancak 5’ ucu defosforillenmis DNA, hala 3’-OH gruplari tasidigindan, 5’-P
gruplari barindiran bir DNA parcasi ile birlesebilmektedir. Kismi doldurma (partial
filling-in) adi verilen teknikte ise iki DNA Urini 3’-resesif uclar olusturan farkli
restiriksiyon enzimleri ile kesilir ve resesif uclar deoksinikleotitler (ANTP) yardimiyla
Klenow DNA polimeraz kullanilarak doldurulur. Meydana gelen uglar self ligasyon
yapamazken, tamamlayici 5’-overhang sekanslarla ligasyon yapabilmektedir (168).
Bir diger teknikte ise DNA molekiliniin 3’ uclarinda bulunan 2’-deoksiriboz ile 2’,3’-
dideoksiriboz degistiriimekte ve 3’ uclarindaki degisim ile self ligasyon dnlenmektedir.
5’ uglarinda fosfat gruplari bulundugu icin 3’ hidroksil ve 5’ fosfat gruplar tasiyan
tamamlayici DNA fragmentiyle ligasyon yapilmasi miumkin kilinmaktadir (169).
Plazmit kesimi sonrasi gerceklesebilecek olasi self-ligasyonlar sebebiyle, ligasyon
veriminin dismesini engellemek amaciyla tez calismalarinda pET-ahpC ve pET-lprG
vektorlerini olusturmak icin sirasiyla BamHI| — Hindlll ve EcoRIl — Hindlll restriksiyon
enzim ciftleriyle kesilen bos pET vektorleri alkalen fosfataz ile muamele edilmis ve

ligasyon islemi basariyla yapilmistir.

5.4. pET-ahpC ve pET-IprG Plazmitlerinin Dogrulanmasi

Calismalarimizda literatir ile uyumlu sekilde E.coli DH5a susu klonlama ve
plazmit cogaltma, E.coli BL21(DE3) susu ise rekombinant AhpC ve LprG proteinlerinin
Uretimi islemlerinde konakgi hiicre sistemi olarak secilmistir. Tez kapsaminda
olusturulan pET-ahpC ve pET-lprG plazmitlerinin dogrulanmasi icin yaygin olarak
kullanilan restriksiyon enzim kesimi (170) ve PZR (171) yontemleri uygulanmistir.

Restriksiyon enzim kesimi yontemi ile yapilan dogrulama isleminde kesilen

DNA fraksiyonlari tekrar agaroz jelde yirittlmis ve 4 numarali E.coli DH5a susunun
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PET-ahpC plazmitini tasidig gosterilmistir (Sekil 4.5). Enzim kesimi ile belirlenen 4
numarali koloninin tasidigi plazmitin dogrulanmasi icin bir PZR deneyi yiritilmus ve
PZR (irtinlerinin agaroz jeldeki gorintisiyle (Sekil 4.5) birlikte 4 numarali E.coli DH5a
kolonisinin pET-ahpC plazmitini tasidigi gosterilmistir. Bu bakteriden GenelET ticari
kit ile izole edilen plazmit rekombiant AhpC proteininin Uretimi icin E.coli BL21(DE3)
susuna transforme edilmek (izere - 20 °C’de saklanmistir.

PET-IprG plazmitinin dogrulanmasi i¢in de tekrar restriksiyon enzim kesimi ve
PZR deneyleri yapilmistir. Restriksiyon enzim kesimi yontemi ile yapilan dogrulama
isleminde kesileren DNA fraksiyonlari agaroz jelde yiritilmiis ve 2 ve 6 numarali
E.coli DH5a suslarinda pET-lprG plazmiti oldugu gosterilmistir (Sekil 4.9). Enzim
kesimi ile belirlenen 2 ve 6 numarali kolonilerde bulunan plazmitlerin dogrulanmasi
icin bir PZR deneyi yapilmis ve PZR (riinlerinin agaroz jeldeki goruntisiyle (Sekil 4.10)
birlikte hem 2 hem de 6 numarali E.coli DH5a kolonilerinin pET-/prG plazmitini tasidigi
kanitlanmistir.

Rekombinant pET-ahpC ve rekombinant pET-lprG plazmitlerinin molekiler
klonlama teknikleri kullanilarak basariyla olusturuldugu gosterildikten sonra, protein
Uretimi asamasina gecebilmek icin bu plazmitlerin rekombinant protein tretiminde
yaygin olarak kullanilan E.coli BL21 (DE3) susuna transformasyonu gerekmektedir.
S6z konusu plazmitler tGretim susuna aktarildiktan sonra plazmitlerde kodlanmis ahpC
ve IprG genlerinin varhgini gostermek icin PZR deneyi ile dogrulama yapilmistir.
Dogrulama sonunda 1 ve 15 numaral E.coli BL21(DE3) kolonilerin pET-ahpC plazmitini
tasidigl, 2 ve 6 numarali E.coli BL21(DE3) kolonilerinin pET-lprG plazmitini tasidigi
belirlenmis ve bu koloniler rekombinant AhpC ve LprG proteinlerinin Gretimi icin

kullaniimistir (Sekil 4.12.).
5.5. AhpC ve LprG Proteinlerinin Uretimi, Saflastirilmasi ve Miktar Tayini

Hiicre hattinin se¢imi, rekombinant protein Uretim sirecinde kritik islem
basamaklarindan birisidir. Prokaryotik veya okaryotik hiicre hatlari rekombinant

protein Uretimi bakimindan kendilerine 6zgli avantaj ve dezavantajlara sahiptir ve
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konakg! hiicre secimi sirasinda hedef proteinin karakteristikleri ve hiicre hatlari ile
ilgili avantaj ve dezavantajlar g6z oniine alinmalidir.

Genomik yapisinin iyi bilinmesi, hizli cogalmasi, yiiksek yogunluklu hiicre
kiltGri olusturabilmesi, blyime ortamlarinin nispeten ucuz olmasi, kolay
bulunabilmesi ve hizli transforme olabilmesi gibi Ustlnlikleri E.coli bakterisini
rekombinant protein Gretimi acisindan uygun kilmaktadir (172).

Rekombinant farmasotik Gretiminde genellikle BL21, BL21 (DE3), BL21 (DE3)
pLysS, BL21 Star, Lemo21 (DE3), Tuner (DE3), Origami, SHuffle, Rosetta (BL21
CodonPlus), C41 (DE3) ve C43 (DE3) gibi E.coli suslar tercih edilmektedir (160).
Calisma kapsaminda rekombinant protein Uretimi icin E.coli BL21(DE3) susu
secilmistir.

PET, pHAT, pMAL, pGEX ve pSUMO gibi plazmitler de rekombinant protein
Uretiminde kullanilmak Gzere yaygin olarak kullanilan vektorlerdir (160).

E.coli BL21(DE3) susu E.coli B suslarindan tiretilmis rekombinant bir sustur.
Genomunda bazi proteaz genleri silinmis durumdadir (Lon proteaz ve OmpT proteaz)
(160). Oldukca aktif bir enzim olan faj T7 RNA polimeraz enzimine ait gen dizisi
(T7RNAP) E.coli BL21 (DE3) susunun genomuna LacUV5 promoter kontroliinde olacak
sekilde entegre edilmistir. LacUV5 promoter laktoz veya laktozun hidrolize
ugramayan analogu IPTG molekiill ile indiklenebilmektedir (173).

pET vektorlerde bulunan T7 promoter sistemi rekombinant protein Gretimi
acisindan oldukca popliler bir sistemdir. T7 promoter T7RNAP tarafindan spesifik
olarak taninan bir promoter olma o0zelligi tasimaktadir. pET vektor sisteminde
rekombinant proteine ait gen dizisi T7 promoter altina klonlanmaktadir. Olusturulan
rekombinant pET vektor sistemini iceren DE3 lizojen E.coli suslarinda, blylime
ortamlarina IPTG ilavesi ile plazmitte bulunan rekombinant genin ifadelenmesi
artirlmaktadir (172).

Tez calismasi sirasinda (i) plazmit yapisinda yer alan bulunan T7 promoterin,
E.coli BL21(DE3) susunda bulunan T7RNAP enzimi ile uyumu, (ii) laboratuvar 6lcekli
rekombinant protein Uretiminde etkinliginin bilinmesi, (iii) cok sayida restriksiyon

enzim bolgesine klonlama yapilmasina izin vermesi, (iv) klonlanan rekombinant
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proteinin ileri asamalarda taninmasini ve saflastirilmasini kolaylastiracak dizileri
(saflastirma icin His-Tag) icermesi gibi Gstlnliklerinden dolayl rekombinant protein
Uretimi icin pET vektor sisteminin bir Gyesi olan pET-28a-c plazmiti tercih edilmistir
(159).

PET plazmitlerinde bulunan ahpC veya IprG genlerinin kiltir ortamina IPTG
eklenmese bile bakterilerde ifadelendigi bulgularda gosterilmistir (Sekil 4.17 ve Sekil
4.19). Bu durum literatlirde “Leaky Expression” olarak bilinen ve T7promoter — T7RNA
polimeraz sistemlerinde ¢ok rastlanan bir olgudan kaynaklanmaktadir (174). T7RNA
polimeraz geni uyaran olmaksizin bazal diizeyde ifadelenir ve T7RNAP enzimi Uretilir.
Uretilen serbest T7ZRNAP enzimi T7 promoter altina klonlanan rekombinant genin
transkripsiyonunu baslatir (172).

AhpC proteinin SDS-PAGE bantlari incelendiginde (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18)
nikel kolondan saflastirilmis protein ¢ozeltilerinde yaklasik 25 ve 50 kDa boyutlarinda
proteinlerin bulundugu anlasiimistir. Bu bulgu O’Riordan ve ark. (175) ¢alismalarinda
gorilen bulgularla uyumludur. Molekiler agirhg yaklasik 25 kDa olan AhpC proteini
yapisinda sistein birimleri icermektedir (59, 63). Bu sebeple SDS-PAGE jelinde goriilen
yaklasik 50 kDa bulydkligndeki protein bandi, s6z konusu sistein artiklarindaki
stlfhidril gruplari araciligiyla dimerize olmasi sonucu olusmaktadir.

rLprG proteininin SDS-PAGE gorintiilerinde (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20) ise nikel
kolondan saflastirilmis protein ¢ozeltilerinde birbirine yakin molekiler agirliklarda iki
protein bulundugu gorilmektedir. Bu gorintiiler Hovav ve ark. (153) calismasinda
bildirilen yaklasik 27 ve 30 kDa buylkligiindeki protein bantlariile uyum icerisindedir.
Calismada s0z konusu bantlar kitle spektroskopisi yontemiyle analiz edildiginde 27
kDa agirligindaki bandin olgun protein (mature form) ve 30 kDa agirligindaki bandin
olgunlasmamis protein (pre-mature form) olmak Gzere ayni proteine ait olduklarini
bildirmistir. Bu proteinlerden 30 kDa buyikltiglindeki proteinin acillenmemis, 27 kDa
blyukligindeki proteinin ise acillenmis bir kimyasal yapiya sahip oldugu
gOsterilmistir.

Mikrobiyal hiicrelerde bulunan hiicre duvarini yikmak zor olmakla birlikte, bu

islem gelistirilen yontemler ile etkin olarak yapilabilmektedir. Hiicre parcalama
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yontemleri kimyasal, fiziksel ve biyolojik olabilir (176). Kimyasal yontemlerde bakteri
hicreleri deterjanlar, antibiyotikler, ¢ozliciler (aseton, toluen) veya kaotropik
ajanlarla (lire, guanidin) lizise ugratilabilmektedir (177, 178). Fiziksel ydontemlerde ise
hiicre parcalamak icin sonikasyon, homojenizasyon, dondurma-¢6zme doéngtleri veya
asindiricilar (cam bilye) kullanilmaktadir (179-181). Biyolojik yontemlerde de lizozim
enzimiile hiicre lizisi goriilmektedir (182). Bu yontemlerin tek tek kullaniimasinin yani
sira birlikte kullanimlari da mimkindir (183). Bu tez calismasinda kullandigimiz E.coli
BL21(DE3) hiicreleri inklibasyon sonrasinda santriflijlenerek c¢oktirilmustir. Elde
edilen bakteri pelletleri kaotropik ajan olarak Ure iceren tampon c¢ozeltisinde, buz
Uzerinde ultrasonikasyon yontemiyle parcalanmis ve saflastirma basamagina
gecilmistir.

Proteinler sahip olduklarn buaytklik, ¢oziinurlik, yik ve spesifik baglanma
afinitesine goére birbirinden ayrilarak saflastirilabilmektedir (184). Rekombinant
Uretilen proteinlerin saflastirilmasi icin genellikle iyon degistirme kromatografisi
(185), jel filtrasyon (buylklik dislama) kromatografisi (186), afinite kromatografisi
(187), hidrofobik etkilesim kromatografisi (188), yliksek basin¢h sivi kromatografisi
(189) gibi farkli kromatografik yontemler tek baslarina veya birlikte kullaniimaktadir.

Afinite kromatografisi esasina gore gelistirilmis olan immobilize metal afinite
kromatografisi (IMAC), cozeltideki proteinler ile kati bir destege sabitlenmis gecis
metalleri iyonlari arasindaki etkilesime dayanan bir protein ayirma yontemidir (190).
Ayirma isleminin 0zgulligl, protein yizeyinde bulunan metallerle etkilesebilen
artiklarla ve bunlarin pozisyonu ile belirlenmektedir. Histidin, yapisinda bulunan
imidazol gruplariile gecis metallerine afinite gostermektedir. Bu tezde pET vektoriine
klonlanan rAhpC ve rLprG proteinleri N-terminalinde 6 adet histidin amino asidi
icerecek sekilde klonlanip, lretilmistir ve bu sayede proteinlerin saflastiriimasi icin
kolay, hizli ve verimli bir yontem olan immobilize metal iyon afinite kromatografisi
kullaniimistir.

Rekombinant proteinlerin karakterizasyonu ve kalite ozelliklerinin (yapi
analizi, saflik, stabilite, biyoetkinlik vb.) belirlenmesi icin ¢ok sayida analitik tayin

yapiimaktadir. Bu amacla kullanilan baslica yontemler diferansiyel taramali
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kalorimetri (DSC), sirkiler dikroizm (CD), floresans spekstrsokopi, Fourier transform
infrared spectroskopisi (FTIR), X-isini kristalografisi, nikleer manyetik rezonans
spektroskopisi, kitle spektroskopisi, blotlama teknikleri, elektroforetik teknikler,
immiunotayinler ve biyotayinler olarak 6zetleyebiliriz (191). Tez calismasinda Uretilen
rekombinant AhpC ve LprG proteinlerinin karakterizasyonu amaciyla saflik ve molekdl
agirligr analizlerinde elektroforez temelli bir analitik yontem olan sodyum dodesil
stlfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanimistir. SDS-PAGE analizi ile
proteinlerin (retilebildikleri ve saflastirilabildikleri gosterilmistir (Sekil 4.17 ve Sekil
4.19). Saflastirilmis proteinler SDS-PAGE ile goriintilendikten sonra protein ¢ozeltileri
santrifij filtreleri (Amicon, Merck) kullanilarak yogunlastirilmis ve derisimleri
belirlenmistir.

Protein miktar tayini amaciyla UV spektroskopisi (Near UV Absorbance (280
nm), Far UV Absorbance) yontemi, Lowry yontemi, bikinkoninik asit (BCA) yontemi ve
Bradford yontemi gibi teknikler laboratuvarlarda en sik kullanilan tekniklerdir (192).
Her yontem kendine o6zgl Ustinlikler ve sinirlamalar tasimaktadir.  Bradford
yonteminin esasi kullanilan Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin 465 nm dalga
boyunda maksimum olan absorpsiyonunun proteinlere baglandiginda 595 nm’ye
kaymasina dayanmaktadir (148). Hizli ve uygulamasi kolay, hassas ve dogru sonuglar
Ureten, pek cok tampon, tuz, indikleyici ajan ve selat yapici ajan ile gecimli bir
yontemdir. Tez calismamizda Uretilen ve saflastirilan rekombinant proteinlerin miktar

tayinleri Bradford Yontemiyle yapilmistir (bkz. Bolim 4.4.3).

5.6. in vivo Calismalar ile Hiimoral Bagisiklik Yanitinin Tayini

Tezin fareler Gzerinde yapilan in vivo ¢alismalar boliimiinde farelerde olusan
himoral bagisiklik yaniti Western Blot ve ELISA temelli yontemler ile belirlenmistir

(147).
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5.6.1. Western Blot

Uygulanan asilar ile farelerde olusan antikorlarin rAhpC (Sekil 4.17 ve Sekil
4.18) veya rLprG (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20) 6zglilligi Western blot yontemiyle kalitatif
olarak tayin edilmistir (bkz. Boliim 4.5.1).
Hayvan deneylerinde rAhpC ile bagisiklanan fare gruplari;
- Grup A: PBS — Adjuvan
- Grup B: BCG prime — PBS boost
- Grup C: BCG Prime — Adjuvan Boost
- Grup D: rAhpC — Adjuvan
- Grup E: BCG Prime — rAhpC Boost, seklinde olusturulmustur.
Hayvan deneylerinde rLprG ile asilama icin olusturulan fare gruplari ise benzer
sekilde;
- Grup A: PBS — Adjuvan
- Grup B: BCG prime — PBS boost
- Grup C: BCG Prime — Adjuvan Boost
- Grup D: rLprG — Adjuvan
- Grup E: BCG Prime — rLprG Boost, olarak ayriimistir.
rAhpC bagisiklama calismasinda A, B ve C gruplarinda rAhpC proteinine karsi
ozgil antikor Uretimi olmamistir. Ancak D ve E gruplarinda fare serumlarda rAhpC
proteinine karsi 6zglil antikorlar gozlenmistir. rAhpC mikobakteri tiirlerinde bulunan
bir protein olmasina ragmen, WB deneylerinde BCG ile asilanmis farelerin
serumlarinda bir bant gériilmemistir. Bunun nedenlerinden birisi WB membraninda
bulunan rAhpC protein miktarinin ve/veya primer antikor olarak kullanilan fare
serumundaki antikor miktarinin diisiik olmasi olabilir. Digeri ise rAhpC proteininin
islevi ve ahpC geninin indiksiyonu ile ilgili olabilir. AhpC antioksidan bir enzimdir
(193). Enfeksiyon sirasinda organizma tarafindan olusturulan 6zel oksidan ortam
sartlarinda ahpC geni indiiklenmektedir (60). Bu bilgiler g6z 6niine alindiginda asi
olarak verilen BCG susunun farelerde yeterli miktarda AhpC (retebilecegi bir

mikrocevre olusmadigi sdylenebilir.
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Farelerde rLprG proteinine karsi olusan antikorlarin 6zgilliiklerini tayin etmek
amaciyla yapilan WB deneyinde A grubunda indiklenen antikorlarin rLprG’ye 6zgiil
olmadigi, B, D ve E gruplarina ait serumlardaki antikorlarin ise rLprG proteinine karsi
o0zgiul olduklari gozlenmistir. BCG ile asilama, rAhpC proteininin aksine, rLprG
proteinine karsl acikca gorilebilen bir antikor tretimine yol agmistir. Bu durumun
sebebi rLprG proteininin bir membran proteini olmasi ve MTBK (yelerinde
ifadelenmesidir. S6z konusu ifadelenme icin rAhpC proteininde oldugu gibi 6zel
kosullar gerekmemektedir (46). Bu nedenle BCG ile asilamanin, LprG’ye 6zgi antikor

Uretimini indiikledigi sonucuna varilmistir.
5.6.2. ELISA Testi Calismalari
rAhpC ile Asilama Grubunda Total IgG Olgiimii ile Hiimoral Yanitin Tayini

rAhpC kapli mikroplaklarda yapilan ELISA deneyleri ile fare serumlarindaki
anti-rAhpC antikorlarinin analizi ile elde edilen bulgular istatistiksel olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.21 ve Tablo 4.3). rAhpC’ye karsi olusan total IgG yanitlari
glinlere gore degerlendirilmistir.

Bagisiklama o6ncesinde (0. glin) farelerden alinan serumlarda rAhpC spesifik

antikor bulunmamasi beklenen bir durumdur.
15. giin verilerinin yorumlanmasi:

e A: PBS — Adjuvan grubunda rAhpC spesifik antikorlarin olusmamasi antijen
icermedigi icin beklenen bir durumdur.

e BCGile asilama yapilan deney gruplarinda (B: BCG prime — PBS boost; C: BCG
Prime — Adjuvan Boost ve E: BCG Prime — rAhpC Boost) rAhpC spesifik antikor
olusmamistir. Mikobakterilerde bulunan ahpC geni, makrofajlar icerisinde
olusan oksidatif ve nitrozatif streste indiklenerek, basilin makrofajlar
icerisinde canliliginin devamini saglamaktadir (60). rAhpC proteinine spesifik
antikorlarin 15. giinde tespit edilememesinin sebebi farelere verilen BCG
suslarinin ahpC genini yeterli miktarda ifadeleyememesi ve AhpC proteininin

bagisiklik sistemine uygun sunulamamasi olarak acgiklanabilir.
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D: rAhpC - Adjuvan deney gruplarinda rAhpC spesifik antikorlarin
olusmamasinin sebebi 100 pg’lik tek doz asinin yeterli miktarda I1gG Gretimini

indikleyememesi olarak aciklanabilir.

30. giin verilerinin yorumlanmasi:

A: PBS — Adjuvan grubunda rAhpC spesifik antikor olusmamasi beklenen bir
durumdur.

BCG ile asilanan ‘B: BCG prime — PBS boost, C: BCG Prime — Adjuvan Boost ve
E: BCG Prime — rAhpC Boost gruplarinda 15. giinde tespit edilemeyen rAhpC
spesifik antikorlar 30. glinde tespit edilebilmistir. BCG susunda ahpC geninin
ifadelenmesini saglayan kosullarin olustugu anlasiimistir.

B: BCG prime — PBS boost ve Grup C: BCG Prime — Adjuvan Boost gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmus ve Grup C:
BCG Prime — Adjuvan Boost grubunda daha fazla rAhpC spesifik antikor
Uretildigi gortlmustir. Bu fark booster olarak uygulanan ISA 61 VG
adjuvaninin hiimoral bagisiklik yanitini tetiklemesinden kaynaklanmistir.

D: rAhpC — Adjuvan grubunda 15. giinde indiklenmeyen rAhpC spesifik
antikorlarin 30. glinde olustugu gozlenmistir. Bu durumun ikinci doz olarak
uygulanan 100 pg rAhpC proteini oldugu disinilmektedir. rAhpC’'nin zayif
antijenik karakterde bir alt birim rekombinant protein asi olmasi nedeniyle
ikinci 100 pg’'hk doz uygulamasinin hiimoral bagisiklik yaniti olusumunu
saglayabilecegi anlasiimistir.

D: rAhpC—Adjuvan ve E: BCG Prime —rAhpC Boost gruplari karsilastirildiginda,
rAhpC spesifik antikor Uretiminin en fazla indiklendigi tespit edilen grubun E
grubu oldugu saptanmistir. E grubunda olusan rAhpC spesifik antikorlarin hem
BCG prime asilamadan hem de rAhpC ile yapilan booster asilamadan
kaynaklandigi dislintlebilir. Bu dogrultuda, s6z konusu farkin sebebini
belirlemek amaciyla C: BCG Prime — Adjuvan Boost grubunun 30. giin verisi ile
karsilastirma yapilmis ve E grubunda olusan antikorlarin rAhpC ile yapilan

booster asilamadan kaynaklandigi sonucuna varilmistir.
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45, giin verilerinin yorumlanmasi:

e A:PBS - Adjuvan grubunda antikor olusmamasi beklenen bir durumdur.

e B:BCG prime —PBS boost ve C: BCG Prime — Adjuvan Boost asilama gruplarinin
serumlarinda, miktari disik olmakla birlikte rAhpC spesifik antikorlar
bulunmaktadir.

e Benzer bicimde D: rAhpC — Adjuvan asilamasiyla olusan antikorlarin da hala
serumda bulundugu gorilmektedir. Ancak E: BCG Prime — rAhpC Boost
grubuna ait serum antikor degerleri ile karsilastirildiginda, antikor miktari
disliktdr. Buna E: BCG Prime — rAhpC Boost grubunda booster asi olarak
uygulanan 2. doz rAhpC sebep olabilir.

60. giin verilerinin yorumlanmasi:

e A: PBS — Adjuvan ile asilanmis fare grubu disindaki tiim asilama gruplarinda
60. glin sonuna dek rAhpC spesifik antikorlar bulunmaktadir.

e B:BCG prime — PBS boost gurubu ile C: BCG Prime — Adjuvan Boost grubunun
degerleri karsilastirildiginda C: BCG Prime — Adjuvan Boost grubunun serum
antikor degerlerinin ylikselmesinde adjuvan ile yapilan booster asilamalarin
etkisinin oldugu anlasiimaktadir.

e D: rAhpC — Adjuvan asilama grubununda Uretilen rAhpC spesifik antikor
seviyesi artmistir.

e E: BCG Prime — rAhpC Boost grubunun serum antikor degerleri D: rAhpC —
Adjuvan ile karsilastirildiginda oldukga yiksek bulunmustur.

60 giinlik deney siirecinde takip edilen farelerde rAhpC proteinine karsi
himoral yanitin indiiklenmesinde rAhpC proteininin kendi basina mi yoksa booster
olarak mi daha etkili oldugunu arastirmak tzere D: rAhpC — Adjuvan ve E: BCG Prime
— rAhpC Boost gruplari karsilastirildiginda, adjuvan ve rAhpC proteininden olusan alt
birim asinin kendi basina hiimoral bagisikligi indiklemekte zayif kaldigi, fakat 60. gline
kadar kanda rAhpC spesifik antikor varhgini stirdird(iga gortlmustir. Diger yandan
rAhpC-adjuvan formiilasyonunun, BCG ile prime asilamanin ardindan booster asi

olarak uygulanmasiyla indiiklenen hiimoral bagisiklik yanitinin cok daha giiclii oldugu
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ve 60. gin sonuna dek yliksek seviyede kaldigi belirlenmistir. Booster olarak
uygulanan rAhpC asilarinin uygulamadan sonraki dérdinci haftaya (60. giin) kadar
antikor diizeylerini en yiksek seviyede tuttuklari goriilmistiir. Bu bulgular O’Riordan
ve ark. (175)in calismalarinda elde edilenlerle uyumlu bulunmustur.

Asi formilasyonlarinda yer alan adjuvanlarin molekiiler etki mekanizmalarinin
daha iyi anlasilmasi i¢in daha fazla calismaya ihtiyac duyulmaktadir, fakat, yag icinde
su (y/s) tip emdlsiyon bazl adjuvanlarin lokal inflamasyonun indiklenmesi ve antijen
sunan hicrelerin toplanarak etkinlestiriimesi yoluyla yardimci etkiyi sagladigi
dislinilmektedir (194). Emiulsiyon yapida yag bazli ISA 61 VG adjuvaninin antikor
cevaplarindaki artirici etkisi farkli calismalarda bildirilmistir (195-197). Bu tezde
adjuvanin etkisi B: BCG prime — PBS Boost ve C: BCG Prime — Adjuvan Boost
gruplarinin karsilastirildigi deneylerde gézlenmistir. BCG ile prime asilanmis farelerde
uygulanan ilk ve ikinci doz ISA 61VG adjuvanlari rAhpC spesifik IgG diizeylerini sirasiyla
30. ve 45. glinlerde artirmistir. Bagisiklamanin sonunda da (60. giin) C: BCG Prime —
Adjuvan Boost, B: BCG prime — PBS boost grubundan yiksek bulunmustur. Bu veriler
dogrultusunda tez kapsaminda gelistirilen rAhpC proteini ve yag bazli Montanide ISA
61 VG adjuvaniiceren altbirim asinin BCG ile indiiklenen hiimoral yanitin devamliligini
onemli Olglide artirabilen bir booster asi adayr olma potansiyeli tasidig

anlasiimaktadir.
rLprG ile Asilama Grubunda Total IgG Ol¢iimii ile Hiimoral Yanitin Tayini

rLprG kaph mikroplaklarda yapilan ELISA deneyleri ile fare serumlarindaki anti-

rLprG antikorlarinin  analizi ile elde edilen bulgular istatistiksel olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4.22 ve Tablo 4.4). LprG’ye karsi olusan total 1gG yanitlari
glinlere gore degerlendirilmistir.

e Beklendigi gibi asilama 6ncesinde (0. giin) deney gruplarindaki farelerin

serumlarinda anti-rLprG antikor tespit edilmemistir.
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15. giin verilerinin yorumlanmasi;

A: PBS — Adjuvan serumlarinda rLprG spesifik antikor bulunmamistir.

B: BCG prime — PBS boost, C: BCG Prime — Adjuvan Boost, D: rLprG — Adjuvan
ve E: BCG Prime — rlprG Boost gruplarinin serumlarinda rlLprG spesifik
antikorlarin olustugu gortlmustir.

B: BCG prime — PBS boost, C: BCG Prime — Adjuvan Boost ve E: BCG Prime —
rLprG Boost gruplarinda BCG ile asilanmis farelerde rLprG spesifik antikor
Uretiminin sebebi LprG’'nin mikobakterilerde membran yapisina katilan bir
protein olmasindan kaynaklanmaktadir (153). LprG proteini temel yapisal bir
protein oldugundan AhpC gibi 6zel stres kosullari altinda degil, rutin
kosullarda da ifadelenerek membranin yapisina katilmaktadir. Bu nedenle asi
ile verilen BCG suslarinin membran yapisinda LprG proteini mevcuttur. Bu
protein, bagisiklik sistemi hiicrelerine sunularak LprG spesifik antikorlarin
Uretimini tetiklemis olabilir.

D: rLprG — Adjuvan grubunun serumundaki antikorlarin kaynaginin asi
formuilasyonunda bulunan rekombinant rLprG proteini oldugu aciktir. Bu
dogrultuda 100 pg dozda verilen rLprG proteininin bagisiklik yanitin olusumu

icin yeterli oldugu disiniilmektedir.

30. giin verilerinin yorumlanmasi:

A: PBS — Adjuvan grubunda rLprG spesifik antikorlar olusmamuistir.

B: BCG prime — PBS boost ve C: BCG Prime — Adjuvan Boost karsilastirildiginda
C grubundaki antikor miktari az fakat istatistiksel olarak anlaml sekilde daha
yiksek cikmistir. Bu durumun ISA 61 VG adjuvani ile yapilan ilk booster
uygulamadan kaynaklandigi séylenebilir.

B: BCG prime — PBS boost grubunda olusan antikor titreleri beklendigi gibi
hem D: rLprG — Adjuvan hem de E: BCG Prime — rLprG Boost gruplariile olusan
antikor titrelerinden disuktiir. Bu durumun sebebi bahsedilen iki grupta rLprG

antijeni ile yapilan asilamadir.
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D: rLprG — Adjuvan ve E: BCG Prime — rLprG Boost gruplarinda indiiklenen
antikor titresi C: BCG Prime — Adjuvan Boost ile indiiklenen rLprG spesifik
antikor titrelerinden oldukca (p<0,001) yiksektir.

D: rLprG — Adjuvan ve E: BCG Prime — rLprG Boost gruplari karsilastirildiginda,
2 doz rLprG ile indiklenen rLprG spesifik antikor seviyesinin BCG ve 1 doz
booster rLprG asisi ile indiikelenen antikor seviyesinden yiksek oldugu

gorilmektedir.

45, giin verilerinin yorumlanmasi

A: PBS — Adjuvan grubunda rLprG spesifik antikorlarin olusmamasi beklenen
bir durumdur.

B: BCG prime — PBS boost ile C: BCG Prime — Adjuvan Boost gruplari
karsilastirildiginda C: BCG Prime — Adjuvan Boost gurubundaki antikor miktari,
30. gindekinden cok daha yliksek (p<0,01) ¢ikmistir. Bu durumun sebebi
olarak ISA 61 VG adjuvani ile yapilan ikinci booster asilama gosterilebilir.

B: BCG prime — PBS boost grubunda olusan antikor titreleri beklendigi gibi D:
rLprG — Adjuvan grubundan disuk c¢ikmistir. Bunun nedeni 2. doz olarak
uygulanan rLprG asisinin antikor yanitinin giicli bicimde devam etmesidir.
Benzer bicimde E: BCG Prime — rLprG Boost grubunda olusan antikor titresi
booster olarak kullanilan rLprG asisinin 2. dozunun verilmesi sebebiyle B: BCG
prime — PBS boost grubunun olusturdugu antikor titresinden ytiksek ¢ikmistir.
D: rLprG — Adjuvan ve E: BCG Prime — rLprG Boost gruplarinda indiiklenen
antikor dizeyi C: BCG Prime — Adjuvan Boost ile indiklenen antikor
dizeyinden yiiksektir (p<0,05 ve p<0,001). Bu durum rLprG proteininin
antijenik karakterinden kaynaklanmaktadir.

E: BCG Prime — rLprG Boost grubunda indliklenen rLprG spesifik antikor
degerleri D: rLprG — Adjuvan grubundakilerden yuksektir.
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60. giin verilerinin yorumlanmasi

e A: PBS — Adjuvan grubunda rLprG spesifik antikorlarin olusmamasi beklenen
bir durumdur. Diger tim gruplarin serumlarinda rLprG spesifik antikor tespit
edilmistir.

e E: BCG Prime — rLprG Boost grubunda olusan antikor titresi booster olarak
uygulanan rLprG asilarinin devam eden etkisi sebebiyle ‘Grup B: BCG prime —
PBS boost’ grubunda olusan antikor titresinden yliksek ¢ikmistir.

e D: rLprG — Adjuvan ve E: BCG Prime — rLprG Boost gruplarinda saptanan
antikor degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olsa da sonuclar
birbirine oldukca yakin ¢ikmistir. 60. giin sonunda farelerin serumlarinda alt
birim rLprG asisinin 2 doz uygulanmasi ile olusan antikor dizeyleri, BCG
asisinin ardindan booster olarak uygulanan 2 doz rlLprG asisi ile olusan
dizeylerden hala ylksektir. Bu bulguya gore tek basina uygulanan rLprG
asisinin, antikor Gretimini indiklemesi bakimindan booster olarak uygulanan
rLprG asisindan daha etkin oldugu soylenebilir.

Deney gruplarindaki farelerin 60 glinlik takibi sonrasinda BCG ile asilanmis
tim gruplarda rLprG spesifik 1gG antikorlari goridlmdistir. Gruplarin  antikor
dizeylerinin 6lctldigi deneylerin sonunda C: BCG Prime — Adjuvan Boost grubunun
serum antikor seviyelerinin B: BCG prime — PBS boost grubunun seviyelerinden
yiksek oldugu gozlenmistir. Bu farkhligin temel olarak asilarin formiilasyonunda
kullanilan yag bazli adjuvan ISA 61VG’den kaynaklandigi anlasiimistir. Kullanilan
adjuvanin antikor Uretimindeki artirici etkisini gosteren bu sonuglar, literatiirde
bildirilen diger calismalar ile tutarli bulunmustur (195, 196). Ek olarak BCG ile
astlanmis farelerin (Grup B, C ve D) serumlarinda asilama sonrasi rLprG antijenine
spesifik antikorlarin olustugu gozlenmistir. Bu nedenle, BCG asilamanin, rLprG’ye
spesifik antikor Gretimini tetikledigi soylenebilir. Bu bulgu daha 6nce Hovav ve ark.
(153) tarafindan sunulan verilerle tutarli bulunmustur. Diger taraftan, rLprG’nin tek
basina altbirim asi olarak uygulandigi farelerin (Grup D) serum antikor seviyeleri,
rLprG’nin BCG uygulamasinin ardindan booster olarak verilen farelerin (Grup E)

serum antikor seviyelerinden yiksektir. Bu durumda, daha yliksek antikor cevabi elde
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etmek icin, rLprG alt birim asisinin BCG'nin ardindan booster olarak uygulanmasindan

ziyade, tek basina alt birim asi olarak uygulanmasi daha uygun goériinmektedir.
5.7. in vivo Calismalar ile Hiicresel Bagisiklik Yanitinin Tayini

M. tuberculosis gibi hiicre ici patojenlere karsi bagisiklik olusturmak icin hiicre-
aracili yanitlar énemlidir (198). interferon-y (IFN-y), timér nekroze edici faktdr-a
(TNF-a) ve interlokin-12 (IL-12) gibi sitokinler TB hastaligina karsi gelistirilen koruyucu
hicresel bagisikhkta blyik 6nem tasir (199). Bu nedenle in vivo asilama
calismalarinda farelerde olusan hiicresel bagisiklik yanitinin degerlendirilmesi icin IL-

12 ELISA testi yapilmistir.

5.7.1. rAhpCile Asilama Gruplarinda Hiicresel Yanitin IL-12 Miktari ile

Tayini

Himoral immin yanit glinlere gore degerlendirilmistir (Sekil 4.23 ve Tablo
4.5). Bagisiklama oncesi (0. gin) yapilan 6lcimler ile hesaplanan IL-12 miktari,
farelerin serumlarinda bazal olarak bulunan IL-12’den kaynaklanmaktadir ve

beklenen bir durumdur.
15. giin verilerinin yorumlanmasi:

e Adjuvan, BCG ve rAhpCile yapilan asilamalardan sonra tim deney gruplarinda
IL-12 miktari artmistir.

e Beklendigi gibi BCG ile asilama yapilan B: BCG prime — PBS boost, C: BCG Prime
— Adjuvan Boost, E: BCG Prime — rAhpC Boost gruplarinin serum IL-12
miktarlarindaki arasindaki artisin farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir.

e D: rAhpC — Adjuvan grubundaki farelerin serum IL-12 miktarlari diger tim

deney gruplarindan yiksek bulunmustur.
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30. giin verilerinin yorumlanmasi:

Tum deney gruplarinin serum IL-12 miktarlari 15. Gline gore artmistir.

B: BCG prime — PBS boost ve C: BCG Prime — Adjuvan gruplari
karsilastirildiginda C grubunda indiiklenen IL-12 miktari daha yiksek
bulunmustur. Bunun hiicresel bagisiklik yanitiniiyi uyaran bir adjuvan olan ISA
61 VG ile yapilan booster asilama ile saglandigi anlasilmistir.

D: rAhpC — Adjuvan grubunun IL-12 miktar ikinci doz asi uygulamasi ile
dismustir, ancak bu deger, B: BCG prime — PBS boost ile karsilastirildiginda
daha yiiksek bulunmustur. ikinci doz rAhpC uygulamasi sonrasi IL-12
miktarindaki azalmanin antijenden mi yoksa adjuvandan mi kaynaklandigini
anlamak icin A: PBS — Adjuvan ve D: rAhpC — Adjuvan gruplarinin degerleri
karsilastirilmis ve IL-12 dislsaniin  rAhpC antijeninden kaynaklandigi
anlasilmistir.

E: BCG Prime — rAhpC Boost grubuna ait veriler B: BCG prime — PBS boost ve
C: BCG Prime — Adjuvan Boost gruplarinin degerleri karsilastirilmis ve rAhpC
antijeninin booster olarak uygulanmasi durumunda IL-12 seviyelerini belirgin
bicimde artirdig1 gézlenmistir.

D: rAhpC— Adjuvan ve E: BCG Prime —rAhpC Boost karsilastirildigi zaman, BCG
prime asilanmis farelere booster uygulanan tek doz rAhpC asisinin, 2 doz
uygulanan rAhpC asisina (Grup D) gore IL-12’yi daha fazla indiklendigi

gorulmustr.
45, giin verilerinin yorumlanmasi:

A: PBS — Adjuvan grubunun serum IL-12 miktarinda azalma olmustur.

B: BCG prime — PBS boost ve C: BCG Prime — Adjuvan Boost gruplarinin serum
IL-12 miktarlarinda azalma olmustur.

D: rAhpC — Adjuvan grubundaki IL-12 miktarlari diserken, E: BCG Prime —
rAhpC Boost grubunda booster olarak uygulanan 2. doz rAhpC ile serum IL-12

miktari artmistir.
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60. giin verilerinin yorumlanmasi:

e Tum deney gruplarinin serum IL-12 miktari dismustur.
e E: BCG Prime — rAhpC Boost grubunun serum IL-12 miktari en yiksek olarak
belirlenmistir.

Himoral veya hiicresel bagisiklik yanitlari asi formilasyonlarinda kullanilan
adjuvanlarin tiriine bagh olarak indiklenebileceginden, uygun adjuvanin secimi alt
birim asi formulasyonlarinda kritik bir basamaktir. Montanide ISA 61 VG adjuvani
antikor yanitlarini uyarmasinin yani sira hicresel bagisiklik yanitlari Gzerinde de
indikleyici bir etkiye sahiptir (200-202). Bu tez kapsaminda, hicresel immin
yanitlarin degerlendirilmesi icin deney ve kontrol gruplarin serumlarindaki IL-12
seviyeleri olctlmustir. Farelerde hiimoral bagisiklik yanitlari 60. gline kadar artmis,
ancak serum IL-12 seviyeleri icin sabit bir artis gdzlenmemistir. ikinci booster rAhpC
as! uygulanmasindan sonra D grubunda 30. glinde, E grubu haricindeki gruplarin 45.
gliniinde ve tim gruplarin da 60. glininde serum IL-12 miktarlarinda disus
gozlenmistir. Begg ve ark. (149) tarafindan onerildigi bicimde, immunoregilator
sitokinlerin salimi veya regilator ve efektor T hiicre alt kimeleri arasindaki
dengesizlik ile indiiklenen negatif bir geri-bildirim dongisi (feedback loop) bu
duruma yol agmis olabilir. Yine de ISA 61 VG adjuvaninin hiicresel bagisiklik yanitlarini
arttirmadaki etkinligi A grubunun serum IL-12 miktarlarindaki artis ile aciklanabilir.
Diger yandan, B ve C gruplarinin karsilastirilmasi ile 30., 45. ve 60. giinlerde daha
ylksek olan C grubu serum IL-12 miktari adjuvandan kaynaklanabilir. Yang ve ark.
(203), BCG ile prime asilanmis farelerde alt birim protein asi ile yapilan booster
bagisiklama stratejisinin, farelerde hiicresel bagisikligi artirdigini gdstermistir. Bu tez
kapsaminda elde edilen sonuglar da bu veriyle benzer bir sonucu isaret etmektedir.
Boylelikle, BCG ile prime asilamanin ardindan alt birim protein asilarin booster olarak
uygulanmasinin Umit vadeden bir yaklasim oldugu soylenebilir.

Yapilan deneyler sonunda, rAhpC ve Montanide ISA 61 VG formiilasyonunun
hicresel bagisikligi BCG asisina gore daha fazla uyardigi gorilmustiir. Ancak bu
uyarinin uzun sireli olmadigi anlasiimistir. Diger yandan BCG ile prime asilanmis

farelerde booster olarak uygulanan rAhpC ve Montanide ISA 61 VG formilasyonunun
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serum IL-12 miktarini benzer derecelerde artirdigil, buna ek olarak bu uyarimin daha
uzun siireli oldugu belirlenmistir.

60 giin boyunca toplanan serumlar ile yapilan hiimoral ve hiicresel bagisiklik
deneylerinde, rAhpC ve Montanide ISA 61 VG’den olusan alt birim rekombinant
protein asisi formilasyonunun tek basina uygulanmasindan ziyade, BCG ile yapilan
prime astlamanin ardindan booster asi seklinde kullanilmasinin hem hiimoral hem de

hicresel bagisiklik acisindan daha uygun olacagi gorilmustdr.

5.7.2. rLprG ile Asilama Gruplarinda Hiicresel Yanitin IL-12 Miktari ile Tayini

Himoral immin yanit glinlere gore degerlendirilmistir (Sekil 4.24 ve Tablo
4.6). Asilama oncesi (0. glin) yapilan 6lcimler ile hesaplanan IL-12 miktari, farelerin
serumlarinda bazal olarak bulunan IL-12’den kaynaklanmakta olup beklenen bir

durumdur.

15. giin verilerinin yorumlanmasi:

e Yapilan asilamalarla tim asilama gruplarinda serum IL-12 miktarlari
ylkselmistir.

e BCG asisiile asilanan B: BCG prime — PBS boost, C: BCG Prime — Adjuvan Boost
ve E: BCG Prime — rLprG Boost serum IL-12 miktarlar arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir.

e D: rlprG — Adjuvan ve A: PBS — Adjuvan grubu karsilastirildiginda rLprG
antijeninin 100 pg’lik tek doz uygulama ile hiicresel bagisikligi uyarabildigi
gortlmustiir. Ayrica D grubu ve BCG ile asilama vyapilan gruplar
karsilastirildiginda ‘rLprG — Adjuvan’ asisinin hiicresel bagisikligi uyarabildigi

gorulmustr.

30. giin verilerinin yorumlanmasi:

e Tum asilama gruplarinin IL-12 miktarlarinda 15. gline gore artis olmustur.
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BCG asisi ile asilanan B: BCG prime — PBS boost ve C: BCG Prime — Adjuvan
Boost gruplar karsilastirildiginda, ISA 61 VG adjuvani ile yapilan booster
uygulamanin hiicresel bagisikhgr arttirdigi gérilmustur.

D: rLprG — Adjuvan ve B: BCG prime — PBS boost gruplari karsilastirildiginda
ikinci doz olarak uygulanan 100 pg rLprG ile hiicresel bagisiklik yanitinin arttigi
gorulmustr.

C: BCG Prime — Adjuvan Boost ve D: rLprG — Adjuvan gruplarinin ikisinde de
serum IL-12 miktarlari artmistir, fakat artislar arasindaki fark istatistiksel
acidan anlamli bulunmamistir.

D: rLprG — Adjuvan ve E: BCG Prime — rLprG Boost gruplari karsilastirildiginda
BCG ile prime asilamanin ardindan booster olarak uygulanan 100 ug rLprG ile

hicresel yanitin en yliksek oldugu gorilmistdr.

45, giin verilerinin yorumlanmasi:

A: PBS — Adjuvan, B: BCG prime — PBS boost ve C: BCG Prime — Adjuvan Boost
gruplarinin IL-12 miktarlari artmamistir.

C: BCG Prime — Adjuvan Boost grubunda booster olarak ikinci doz adjuvan
uygulamasinin ardindan IL-12 miktarlari artmamustir.

B: BCG prime — PBS boost ve C: BCG Prime — Adjuvan Boost gruplari
karsilastirildiginda booster olarak uygulanan ISA 61 VG adjuvaninin BCG ile
indiklenen IL-12 miktarlarini stirdirdgi anlasiimistir.

D: rLlprG — Adjuvan ve E: BCG Prime — rlLprG Boost gruplarinin IL-12
miktarlarinda artis saptanmistir. Serumlarda E: BCG Prime — rLprG Boost
grubunda IL-12 miktari booster olarak uygulanan ikinci doz 100 pg rLprG asis,
tek basina 2X100 pg uygulanan rLprG asisindan daha ytiksek bulunmustur.

60. giin verilerinin yorumlanmasi:

Genel olarak tiim gruplarda serum IL-12 miktarlarinda azalma go6zlenirken, E:
BCG Prime —rLprG Boost grubunda ikinci doz booster olarak uygulanan rLprG

asisi ile serum IL-12 miktarlarinin devamliligi saglanmistir.
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Hiicresel bagisikhgin, Mycobacteria sp., Leishmania sp. vb. gibi hicre ici
patojenlere karsi daha koruyucu oldugu bildirilmistir (198). Interferon-y (IFN-y),
interlokin 12 (IL-12) ve timor nekroze edici faktor-a (TNF-a) gibi sitokinler hiicresel
bagisiklikta rol oynayan baslica biyomolekdillerdir (199). Tez calismasinda gelistirilen
astlarda kullanilan emilsiyon yapida yag bazli Montanide ISA 61 VG adjuvaninin hem
hicresel hem de hiimoral bagisikligi artirici etkilerinin oldugu literatirde bildirilmistr
(200). rLprG asisiile yapilan calismalarda ISA 61VG adjuvaninin bu etkisi B: BCG prime
— PBS boost ve D: rLprG — Adjuvan gruplarinin karsilastirilmasi ile gorilebilmektedir.
Ozellikle 45. giin verileri karsilastirildiginda ISA 61VG adjuvaninin ikinci dozu ile serum
IL-12 miktarlarinin belirgin bicimde arttigi gorilmektedir. D: rLprG — Adjuvan
grubunun sonuglarinin BCG ile asilanmis (B, C ve E gruplar) farelerinkilerle
karsilastiriimasi ile rLprG antijeninin tek basina alt birim asi olarak uygulanmasinin
hicresel bagisikhgl daha uzun sire sagladigi anlasiimaktadir. Buna karsilik, BCG ile
prime asilanmis farelerde rLprG asisinin booster olarak uygulanmasi ile serum IL-12
miktari en yliksek degere ulasmistir.

Hem hicresel hem de hiimoral bagisiklik yanitinin sonuglari géz 6nine
alindiginda rLprG proteini iceren formilasyonun umut vadeden bir alt birim asi
oldugu soylenebilir. Ayrica, rLprG asisinin BCG ile yapilacak prime bagisiklamanin
ardindan booster asi olarak uygulanabilecegi de ongorilebilir. Fakat, literatiirde
Hovav ve ark (153) tarafindan yapilan ve rLprG’nin hem rekombinant protein altbirim
ast hem de DNA asi olarak degerlendirildigi bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada da,
rLprG asisinin, hiicre ici mikobakteriye karsi koruma saglamaya yetecek kadar yiiksek
dizeylerde 1gG Urettirdigi ve Th1 hiicrelerini uyardigi gosterilmistir. Fakat bununla
birlikte, M. tuberculosis H37Rv veya M. bovis BCG suslar ile yapilan patojene
maruziyet (challenge) calismalarinda, asilanmis farelerin dalaklarinda kontrol
gruplarina kiyasla oldukca fazla bakteri oldugu da bulunmustur. Bunun yaninda, BCG
asisi ile baslayan bagisiklik yanitinin rLprG uygulandiktan sonra ortadan kalktig
gortlmustlr (153). Hovav ve ark (204) bu durma bir aciklama yapmislar ve LprG
proteininin yapisindaki acilasyonun naif splenositlerin cogalmasi icin gerekli oldugu

ve bu acilasyon araciligiyla LprG’nin bir mitojen olarak davrandigini ileri sirmislerdir.
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Mitojenlerin bagisiklik yanitlarini ortadan kaldirmasi literatiirde gosterilmis olmasina
ragmen (205), Hovav ve ark. (204)"in arastirmalarinda LprG’nin bu etkisinin mitojenik

karakterden degil, polipeptit yapisindan kaynaklandigi bildirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Diinya Uzerinde yaklasik 10 milyondan fazla insanin aktif ve 2 milyar insanin
da latent TB hastasi oldugu tahmin edilmekte ve DSO’niin ‘2030 yilina kadar TB
hastaliginin diinyadan eradike edilmesi’ hedefi dogrultusunda yeni veya yenilikgi ilag
tedavilerinin, tani aracglarinin ve korunma yontemlerinin gelistirilmesi yoninde
calismalar yapilmaktadir. Bu baglamda yeni TB asi adaylarinin gelistirilmesi blyuik
onem tasimaktadir.

Bugiin TB profilaksisi icin erken cocukluk doneminde uygulanan tek onayl asi
Fransiz bilim insanlari Albert Calmette ve Camille Guérin tarafindan laboratuvarda
Uretilerek izole edilen ve M.bovis var Bacillus Calmette—Guérin (BCG) olarak bilinen
mutant M.bovis susundan elde edilen asidir. Ancak bu asi TB epidemisini dnlemekte
yetersiz kalmakta ve TB buglin hala ¢6ziim gerektiren 6nemli bir halk sagligi problemi
olmaya devam etmektedir.

Bu tez calismasinda tiliberkilozu o6nlemek amaciyla yeni asilardan
rekombinant protein antijen iceren altbirim asi gelistirilmesi amaclanmistir. Bu amag
dogrultusunda Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK) virulansinda etkili
oldugu bilinen alkil hidroksipeorksit rediiktaz C (AhpC) ve lipoarabinomannan tasiyici
protein G (LprG) antijenleri M.bovis susunun genomundan cogaltilmis, rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak E.coli’de (retilmistir.

His-Tag ekleri ile Uretilmek Uzere klonlanan proteinler tretim ortamindan
ayrilmis ve afinite kromatografisi ile saflastirilmistir.

Saflastirilan rAhpC ve rprG proteinleri immiuin sistem zerindeki etkisi bilinen
emiulsiyon yapida yag bazli bir adjuvanla formile edilmistir.

Gelistirilen asi formiulasyonlari antijen icermeyen kontrol gruplar ile
karsilastirmali olacak sekilde farelere uygulanarak hiimoral ve hiicresel immiin
yanitlar arastirilmis ve her ikisinin de uyarildigi gosterilmistir.

in vivo ¢calismalarda asilarin hem tek baslarina, hem de BCG ile prime asilanmis
farelerde booster asi olarak etkinlikleri degerlendirilmistir.

Asilarin  olusturdugu himoral bagisiklik serum 1gG seviyeleri ile

degerlendirilmistir. 60 glinliik deney sliresince takip edilen farelerde, rAhpCiceren alt
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birim rekombinant protein BCG ile prime asilamanin ardindan booster asi olarak
uygulandigi zaman, tek basina uygulandigi duruma gore ¢ok daha glicli bir himoral
bagisikhk yaniti indiklemistir.

rAhpC asisinin hiicresel bagisiklik Gzerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
serum IL-12 tayini ile yapilmistir ve asinin hiicresel bagisikligi BCG asisina gore daha
fazla ve daha kisa suireli uyardigi goriilmustiir. Ancak BCG ile prime asilanmis farelerde
booster olarak uygulanan rAhpC asisinin hiicresel bagisikligi daha uzun sireli uyardgi
belirlenmistir.

60 giin boyunca toplanan serumlar ile yapilan hiimoéral ve hiicresel bagisiklik
calismalarinda, rAhpC asisinin BCG ile yapilan prime asilamanin ardindan booster asi
seklinde kullanilmasi hem hiimoral hem de hiicresel bagisiklik acisindan daha etkili
bulunmustur.

Tezde gelistirilen diger asi adayl rLprG proteini ile hazirlanan asi
formilasyonunun ise tek basina kullanildiginda, BCG uygulamasinin ardindan booster
olarak uygulanmasina gore daha yliksek antikor seviyeleri olusturdugu gozlenmistir.

rLprG asisinin  hiicresel bagisiklik Gzerinde olusturdugu etkilerinin
degerlendirilmesi ELISA testi ile Olclilen serum IL-12 dizeyleri Gzerinden yapiimistir.

rLprG proteininin tek basina alt birim asi olarak uygulanmasi ile uzun sireli
hicresel bagisikhk goralmistar.

BCG ile prime asilanmis farelerde rLprG asisinin booster olarak uygulanmasi
ile en yiksek degerde serum IL-12 diizeyi 6l¢lilmustir.

Hem hiicresel hem de hiimoral bagisiklik yanitlariyla ilgili sonuclar géz 6niine
alindiginda rLprG proteini iceren formilasyonun umut vadeden bir alt birim asi
oldugu soylenebilir.

Tum veriler géz 6niline alindiginda, rAhpC asisinin BCG ile prime asilanmis
farelerde iyi bir booster asi adayi olabilecegi, rLprG asisinin ise BCG asisinin ardindan
booster olarak uygulanmasindan ziyade, tek basina alt birim asi olarak uygun bir aday

olabilecegi ongoriilmektedir.
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rAhpC ve rLprG asilarinin olusturdugu bagisiklik yanitlarina ek olarak, asilarin
patojenik mikobakteri suslarina karsi koruyuculugunu gostermek Uzere bakteriyel

maruziyet calismalarinin yapilmasi 6nerilmektedir.
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