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OZET

BRUSELLOZA KARSI ENDEMIK BRUCELLA ABORTUS’TAN
REKOMBINANT OMP25 PROTEINI ELDESI

Tugba ATABEY

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danismant: Dog. Dr. Tiilin ARASOGLU

Bruselloz; insanlarda sayisiz organi etkileyerek spesifik ve/veya spesifik olmayan
belirtilerle hastalik yapan, laboratuvardan kaynakli bakteriyal enfeksiyon ajani olarak
son yillarda insidansi yiikselen, hayvanlarda siklikla yavru atimi (diisiikler) ve siit
veriminin azalmasi gibi faktorlerden dolay1 ciddi ekonomik kayiplara sebebiyet veren,
ayrica biyoterdrizm saldirilarinda kullanilan zoonotik bir hastaliktir. Bu hastaliktan
korunmak i¢in; insanlarda uygulanabilecek herhangi bir asimnin gelistiriimemis olmasi,
hayvanlarda ise kulllanilan asilarin virulansi azaltilmis canli as1 olmasi sebebiyle yeni
teknolojik yaklasimlarla etkin agilarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu amagla sunulan tez calismasinda Brucella abortus straininin dis membraninda yer
alan immunojenik Ozellikteki dis membran proteini Omp25’in, rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak eldesi gerceklestirilmistir. Calismada, oncellikle Erzurum 11
Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii'nden temin edilen endemik B. abortus tip 3
straininin Omp25 gen bolgesi uygun primerlerle amplifiye edildikten sonra pET102/D-
TOPO plazmitine klonlanmistir. DNA sekans analizi vektoriin basarili bir sekilde
olusturuldugunu dogrulamistir. Ayrica, yapilan filogenetik analiz, ilgili genin diger
Brucella suglar1 ile yakin bir genetik iliskiye sahip oldugunu gostermistir. Omp25
genini tastyan plazmitler, E.coli BL21 (DE3) strainine tranforme edilerek ekspresyon
gerceklestirilmistir. Total protein igeriginden rOmp25 proteini Ni-NTA afinite
kromatografisi yontemi ile denatiire kosullarda saflastirilmistir. Saf olarak elde edilen
son iirlindeki toplam protein konsantrasyonu BCA metodu ile 0,50 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Tiim bu asamalarda gerekli dogrulamalar yapilmis ve son iirlin ticari
olarak satin alinan rOmp?25 ile karsilastirilmistir.
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ABSTRACT

RECOMBINANT OMP25 PROTEIN PRODUCTION FROM
ENDEMIC BRUCELLA ABORTUS AGAINST BRUCELLOSIS

Tugba ATABEY

Department of Molecular Biology and Genetics
MSc. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Tiilin ARASOGLU

Brucellosis is a zoonotic disease that affects numerous organs in humans and causes
disease with specific and/or nonspecific symptoms, has increasing incidence recently as
an bacterial infection agent originating from laboratory, causes serious economical
losses due to factors such as miscarriages and the decrease in milk yield in animals, and
moreover used in bioterrorism attacks. To prevent this disease, it is needed to develop
effective vaccines with new technological approaches because of the lack of any
vaccine that can be applied in humans and the vaccine used in animals is live vaccine
with decreased virulence.

In this thesis, the immunogenic outer membrane protein Omp25, which is located in the
outer membrane of Brucella abortus strain, was obtained by using recombinant DNA
technology. In the study, the Omp25 gene region of the endemic Brucella abortus type
3 strain provided by Erzurum Provincial Directorate of Food, Agriculture and Livestock
was amplified with suitable primers and then cloned into the pET102 / D-TOPO
plasmid. DNA sequencing analysis confirmed that the vector was successfully
establised. Also, phylogenic analysis showed the gene of interest has a near genetic
relation with other Brucella strains. The plasmids carrying the Omp25 gene were
transformed into E.coli BL21 (DE3) strain and expression was performed. rOmp25
protein was purified from total protein contents by Ni-NTA affinity chromatography
method in denaturing conditions. The total protein concentration of the final pure
product was calculated as 0.50 mg/mL with BCA method. The necessary validations
were made at all these stages and the final product was compared with the commercially
purchased rOmp25.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Son yillarda molekiiler biyoloji ve genetik miithendisligi alanindaki gelismeler, genlerin
fonksiyonlarinin ve lokasyonlarinin tanimlanmasi, izolasyon, klonlama, dizileme
tekniklerindeki ilerlemeler rekombinant DNA teknolojisinin kullanimini gerektiren
biyoteknolojik ¢alismalarin sayisinda artisa yol agmistir. Rekombinant DNA teknolojisi
DNA fragmentlerinin istenilen kombinasyonlarda bir araya getirilmesiyle hiicreye veya
organizmaya yeni bir 6zellik kazandirma, yeni tiirler ya da biyokimyasallar elde etmeyi
miimkiin kilar. Giinlimiizde bu teknoloji insan hayatina 6zellikle gida, ¢evre ve saglik
alanlarinda bir¢ok yenilik ve kolaylik saglamistir [1], [2], [3]. Halk sagligin1 etkileyen
onemli hastaliklarin tan1 ve tedavilerinde 6nemli atilimlar yapilmasini saglamistir. Bu
atilimlar arasinda insiilin, eritropoetin gibi hayati dneme sahip hormonlarin genetik
olarak modifiye edilmis bakterilerde yiiksek miktarda iiretimi ve deneysel amagla
kullanilmak {izere mutant farelerin gelistirilmesi sayilabilir [3]. Hiicre ve organizmada
yapisal ve fonksiyonel ¢esitli gorevi proteinlerin terapotik, tani1 veya asilama amacl
iretimi bu yolla saglanmaktadir. Gliniimiizde rekombinant temelli yaklasik 400
farmasotik protein basarili bir sekilde iiretilmis ve piyasaya sunulmustur [4]. Yine
arastirma asamasinda olan bir¢ok asi yiliksek saflikta rekombinant proteinleri veya
patojen alt tinitelerini icermektedir. Nitekim insanlarda kullanilan hepatit B asis1 bu
teknoloji ile maya hiicresinde iiretilmekte ve yiiksek miktarda immunojenik 6zelligi
olmasi dolayisiyla efektif olarak kullanilmaktadir [5].

Bruselloz; Gram (-), fakiiltatif, intraseliiler Brucella bakterisinin sebep oldugu, ciftlik
hayvanlarinda yavru atimi, diisiik siit verimi, diisiik fertilite gibi patolojilerle seyreden,

hayvan yetistiricilerini ekonomik zarara ugratan bir hayvan hastaligidir [6]. insanlarda



ise bruselloz; akut inflamasyona yol agarak ates, bas agrisi, halsizlik gibi semptomlarla
seyretmektedir [7]. Tedavi i¢in insanlarda uzun siireli kombine antibiyotik tedavisi
gerekir [8]. Hayvanlarda hastalikla miicadele edilmesinde; genel hijyenik tedbirlerin
uygulanmasi, enfekte hayvanlarin siiriiden ¢ikarilmasi ve asilama gibi koruyucu
tedbirlerin uygulanmasi gerekmektedir [9]. Hayvanlarda kullanilan smooth B. abortus
S19, B. melitensis Rev.l ve smooth olmayan B. abortus RBS51 asilarinin; canliligi
azaltilmis suslar1 icermesi, 6zellikle gebe hayvanlarda fetiis atilimi iizerinde istenilen
etkiyi gosterememesi, asilanmis hayvanlarda yalanci pozitifliklerin tespiti, siit verimini
azaltmasi, as1 susunun bolgede yayilmasi, virulanst geri ¢evirme veya artirma
potansiyelleri, insanlar1 enfekte etmeleri gibi dezavantajlar1 nedeniyle yeni nesil asi/as1
adaylarina ihtiya¢ duyulmaktadir [10]. Bu sebeple biyolojik acidan korunmus ve
hastalia karsi koruyucu ozelliklere sahip antijenler Ozellikle bakteriyel yiizey
antijenleri, patojen-konakg¢1 arasindaki ilk temasi saglamalar1 dolayisiyla oncelikli as1
aday molekiilleridir [11].

Brucella tiirlerinde yiiksek derecede korunmus olan Omp25, dis membran
proteinlerinden biridir. Bu proteinin; insan viicudunda makrofajlar tarafindan
indiiklenen TNF-o (tiimor nekrozis faktor alfa) {iretimini inhibe ettigi [12], [13],
Brucella membranin permeabilitesinde gerekli oldugu ve B. melitensis, B. abortus ve
B. ovis strainlerinin viriilansinda etkili oldugu bildirilmistir [14], [15], [16]. Benzer
sekilde Omp25 geninin ¢ok miktarda ekspresyonunun saglandigi B. suis’in insan
makrofaj hattinda cesitli miRNA’lar1 upregiile ederek IL-12 iiretimini inhibe ettigi
belirlenmistir [17] Bundan dolayr Omp25’ in virulans bir faktér oldugu ve bdyle
mutantlarin yeni canli atenue as1 straini olarak kullanilabilecegi ve koruyuculugunun
giiniimiizde kullanilan canli atenue as1 straini B. melitensis Rev.l ile ayni seviyede

oldugu tespit edilmistir [15], [18].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez c¢alismasinda Bruselloza karsi koruyucu 6zelligi oldugu diisliniilen Omp25
geninin klonlanmasi, ifadesi ve proteinin saf bir sekilde eldesi amaglanmistir. Bu amaca
ulagmak i¢in belirlenen hedefler asagidaki gibidir:

*  Brucella abortus biyotip 3 izolatindan genomik DNA izolasyonu

*  Omp25 gen bolgesinin amplifikasyonu

* Protein ifadesi i¢in ekspresyon vektoriine klonlanmasi



* Prokaryotik ekspresyon sistemine (Escherichia coli) transformasyonu

* Endemik rekombinant saf Omp25 proteininin eldesi ve dogrulanmasi

1.3 Hipotez

Literatiirde c¢esitli hastaliklara karsi koruyucu oOzellige sahip antijenik as1 ve asi
adaylarinin, var olan canli asilarin sebep oldugu giivenlik endiselerinin Oniine gegtigi
gosterilmistir. Bu bilgiler 1s518inda endemik Brucella abortus biyotip 3 izolatindan
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak elde edilmesi planlanan saf Omp25
proteininin, hayvanlarda bruselloza karsi koruma saglamak amagli, canli as1 suslarina

alternatif olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 Rekombinant DNA Teknolojisi

Biyoteknoloji, son yillarda genetik miihendisligi tekniklerinin gelismesiyle biiyiik bir
ilerleme kaydetmistir. Biitiin karakterleri kodlayan genlerin tanimlanmasi, izolasyon,
klonlanma ve dizilenmesinin giinlimiizde rahatlikla yapilabilmesi, biyoteknolojiye
hizmet eden ve rekombinant DNA teknolojisi adi verilen ¢alisma alanmin yiikselise

gecmesini saglamistir.

Genetik miihendisligi, genetik materyalin istenilen ve planlanan sonuglar1 verecek
sekilde manipiile edilmesi demektir. Genetik modifikasyon veya genetik manipiilasyon
olarak da adlandirilan genetik miihendisligi, bir organizmanin genlerinin biyoteknoloji
kullanilarak dogrudan manipiilasyonudur. Yeni DNA, rekombinant DNA yontemlerini
kullanarak ya da DNA'y1 yapay olarak sentezleyerek ilgili genetik materyalin izole
edilmesi ve kopyalanmasiyla elde edilir. DNA fragmentlerinin izole edilip daha sonra
farkli kombinasyonlarda biraraya getirilmesi genetik miihendisligi uygulamalarinin
temel prensibini olusturmaktadir. Ik rekombinant DNA molekiilii, 1972 yilinda Paul
Berg tarafindan maymun viriisiinden SV40 ile lambda viris DNA'sim1 birlestirerek
yapilmistir [19]. Genlerin yerlestirilmesinin yani sira siireg, genleri ¢ikarmak veya

"nakavt etmek" i¢in de kullanilabilir.

Rekombinant DNA teknolojisi ise; bir hiicrenin, organizmanin veya popiilasyonun
kalitimsal o6zelliklerini degistirmek amaciyla genetik materyalin manipiilasyonuna
olanak saglayan bilimsel metot, prosediir ve teknolojilerin gelisimi ve uygulanmasi
olarak tanimlanmaktadir. Bu teknoloji yeni tiirler veya biyokimyasallar elde etmek

amaciyla canli organizmalarin spesifik genetik {initelerini kesme ve ardindan rekombine



etme uygulamalarii kapsayan, biyolojinin alt dalidir. Giiniimiizde bu teknoloji insan
hayatina bir¢ok yenilik ve kolaylik getirmis durumdadir. Ozellikle, insan hayatin1 tehdit
eden en temel ii¢ faktor olan yiyecek sikintisi, ¢evresel kirlilik ve saglikla ilgili
sorunlara yeni ve kalici ¢ozlimler getirmektedir. Tarimda, genetigi degistirilmis
organizmalarin iiretimi ve piyasaya siiriilmesiyle cesitli hastalik ve cevresel kosullara
direncli ve artan diinya niifusunun ihtiyacin1 karsilayacak nitelik ve miktarda {iriin
gelistirilmesi saglanmistir [1]. Endistrilesmenin sebep oldugu c¢evre kirliligi ve
endiistriyel atiklarin sulara karismasi deniz yasamini dolayli olarak da insan hayatini
etkilemektedir. Genetik miihendisligi stratejileri; atiklarin biyoyakita doniisiimii, petrol
s1zintis1, karbon ve toksik atiklarin bertarafint miimkiin kilmaktadir [2], [20], [21], [22].
Rekombinant as1 ve farmasétik dirtinler bircok hastaligin tam1 ve tedavisinde giivenle
kullanilmaktadir. Saglik alanindaki yapilan en biiyiik atilimlar arasinda insiilin,
eritropoetin gibi hayati 6neme sahip hormonlarin genetik olarak modifiye edilmis
bakterilerde {iretimi ve deneysel amagla kullanilmak {izere mutant farelerin

gelistirilmesi sayilabilir [3].

2.2 Rekombinant Farmasotikler

Biitiin canli organizma hiicreleri, cesitli fizyolojik sistemlerde katalizor, sinyal ajani ya
da yapisal komponent olarak gorev almak iizere binlerce protein liretmektedir. Bu
proteinler, aminoasit dizisindeki ya da konformasyonundaki degisiklikler sonucu
fonksiyonlarin1 kaybedebilirler. Fonksiyonel protein eksikligi, ¢esitli hastalik ve
patolojilere sebep olabilmektedir [23],[24],[25]. Bu eksikligi gidermek amaciyla
terapotik proteinlerin, tanida kullanilmak iizere monoklonal antikorlarin ya da asilama
icin antijenik proteinlerin biyolojik sistemlerde rekombinant iiretimi saglanmaktadir
[26]. Giiniimiizde rekombinant temelli yaklasik 400 farmasotik protein basarili bir
sekilde iiretilmis ve piyasaya sunulmustur. Bir o kadar da gelistirme asamasinda aday
farmasotik protein oldugu diisiiniiliirse gelecek yillarda bu saymin katlanarak artacagi

ongoriilmektedir [4].

Baglangicta bakteriyel ve viral kaynakli hastaliklara kars1 kullanilan asilar ¢ogunlukla
zayiflatilmis veya inaktive edilmis patojenler iken immiinoloji, biyokimya, molekiiler
biyoloji, genomik ve proteomik caligmalarindaki ilerlemeler vaksinoloji alanina yeni
perspektifler kazandirmistir. Giintimiizde ¢ocuk felci, tetanoz, kizamik, difteri, hepatit B

vakalarina kars1 koruma saglamak icin antikor aracili immun yanit olusumunu saglayan



zayiflatilmis veya inaktive edilmis organizma asilar1 kullanilmaktadir [5], [27], [28].
Kronik enfeksiyonlara sebep olan hiicre i¢i patojenlerde hiicre aracili immun yaniti
uyarmak cok onemli ve s6z konusu klasik as1 stratejileriyle bir o kadar zordur. Ayrica
zayiflatilmig asilar zaman zaman duyarli bireylerde patojeniteye sebep olma potansiyeli

tasimaktadir [29].

Rekombinant asilar bir veya birden fazla antijenin adjuvan ile veya bakteriyel/viral
vektorler olarak uygulanmasi yoluyla immun yanit olusturmayi hedeflemektedir.
Rekombinant as1 gelistirmede en oOnemli nokta, Ozellikle intraseliiler ve kronik
enfeksiyona sebep olan organizmalara karst uygun immun yanitin olugmasini
saglamaktir [29]. Son yillarda koruyucu antijenlerin tanimlanmasi ve as1 gelistirmede
kullanilmasia yonelik ¢esitli rasyonel ve deneysel yaklasimlar gelistirilmistir [30],
[31]. Efektif asilarin gelistirilmesi, s6z konusu antijenin uygun immun yaniti

indiikleyecegi bir sistem veya adjuvanla kombinasyonunu gerekli kilar.

Gliniimlizde arastirma asamasinda olan birgok as1 yiliksek saflikta rekombinant
proteinleri veya patojen alt linitelerini i¢erir. Rekombinant protein asilarina verilecek en
klasik ornek insanlarda hepatit B’ye kars1 koruma amaglh kullanilan asidir. Bu asinin
hazirlanmas1 hepatit B yiizey antijeninin maya hiicresinde rekombinant olarak iiretimi
ve viriis benzeri partikiiller olarak paketlenmesi asamalarini igerir. Yiiksek miktarda

immunojenik 6zelligi olmasi bu asiy1 efektif olarak kullanilabilir kilmaktadir [5].

Molekiiler biyoloji ve genetik alanindaki ilerlemeler DNA asilarinin dizaym ve
uygulanmasii miimkiin kilmistir. Bu uygulamada cesitli antijenleri kodlayan ¢iplak
DNA molekiiliiniin kas dokusuna enjeksiyonu ile immun yanit olusumu saglanir [32],
[33], [34]. DNA asilar1 plazmitin ¢ogalmasi i¢in replikasyon orijini, giiclii bir promotdr,
coklu klonlama bdlgesi ve segici markir igerir [32], [33]. Bu sistemin isleyis prensibi
antijenlerin, dogal bir enfeksiyonda oldugu gibi konak¢i organizmanin hiicreleri
tarafindan eksprese edilmesine dayanir. Boylece sitoplazmada iiretilen proteinler

fragmentler haline getirilerek immun sisteme sunulur [32], [33], [34].

2.3 Klonlama ve Protein ifadesinin indiiklenmesi

Gen klonlama, DNA pargasinin bir vektore (plazmit, faj vb.) aktarilarak daha sonra
hiicrenin replikasyon mekanizmasi ile c¢ogaltilmasi demektir. Klonlama prosediiriiniin
ilk asamasi 1ilgili gen fragmentini aktaracak uygun vektor se¢imidir. DNA fragmentinin

plazmit (vektor) ile ligasyonu ¢cogunlukla ligaz enzimi kullanilarak gerceklestirlir. Daha



sonraki agama dondr DNA’y1 iceren rekombinant plazmitin konak¢1 hiicreye (6rnegin;
E. coli) transformasyonu ve pozitif transformantlarin uygun yontemlerle secilimidir

[35].

2.3.1 Vektorler
Yabanci bir DNA parcasinini konak hiicre igerisine tasiyan ve burada ¢ogalmasini
saglayan DNA pargalarina vektor denir. Vektorlerin sahip olmalar1 gereken Onemli

ozellikler asagida siralanmistir.

» Replikasyon orijinine sahip olmalidir. Bu sayede kendi kendisini esleyebilir.

» Segici gen tasimalidir. Gen aktariminin dogrulugunu ve basarisini teyit etmeyi
saglar.

» Restriksiyon kesim bolgeleri igermelidir. Farkli restriksiyon enzimleri tarafindan
taninabilen bu bolgeler genin vektore klonlanmasini kolaylastirir.

» Uygun boyutta olmalidir. Cok biiyiik vektorler fiziksel kuvvet, pipetleme ve
cevresel faktorlere duyarli oldugundan manipiilasyon ve saklama islemlerinden
olumsuz etkilenebilir.

» Baz1 durumlarda aktarilan genin istenilen bolgeye aktarildigini kontrol eden

DNA secicileri kullanilir.

En sik kullanilan tasiyici vektorler; plazmit, bakteriyofaj, kosmit ve yapay kromozomal

vektorlerdir [36], [37].
1. Plazmitler

Plazmitler ¢cogu bakteride dogal olarak bulunan, kendi kendini esleyebilen, halkasal,
stiper sarmalli DNA molekiilleridir [9]. Klonlama ve ekspresyon i¢in ¢ok tercih edilen
prokaryotik sistemlerde tasiyici olarak kullanilan plazmitler bir veya birden fazla
antibiyotige direnglidir. Bu diren¢ mekanizmalar1 sayesinde etkin transformantlarin

secilimi saglanmaktadir [9].
2. A bakteriyofaji

Tastyict vektor olarak viriis A faji kullanilabilir. 49 kb boyutunda ¢ift iplikli bir yapiya
sahiptir. Her iki ucunda da, 12 niikleotitlik komplementer diziler bulunur. Bu uglar

cos” (yapiskan-cohesive) olarak isimlendirilir. Enfekte olmus hiicrede, cos bolgesi

icerisinde DNA zinciri kopyalanir, faj i¢erisinde paketlenir [38].



3. Kozmid vektor

Plazmitlerin ve fajlarin belli bolgelerinin kullanilarak olusan hibrid vektorlere kozmid
denir. Kozmidler 25-35 kb arasinda DNA dizisi kopyalamak i¢in uygundur. A
fajlarindaki yapiskan uglara (cos bolgelerine) sahiptirler. A fajinin cos bolgeleri pPBR322
plazmitinin tet/r geni igerisine klonlanir. Amp/r geni igerisinde ise insert edimis
herhangi birsey bulunmamaktadir. Yabanci DNA molekiilii kii¢iik pargalara kesilir ve
cos bolgesinin icine aktarilir. Tetrasiklin duyarliligi ve ampisilin direncliligine gore

secilim saglanir [39].
4. Yapay kromozomlar

Biiyiik DNA pargalarim1 (1 Mb’dan daha fazla) klonlamak iizere yapay kromozom
vektorleri gelistirilmistir. Okaryotik DNA kiitiiphaneleri olusturulurken tercih edilir. Bu
tip tasiyicilar klonlama bdlgesi, replikasyon orijini, secici markir, telomer ve sentromer

bolgeleri igerir [40].
5. Mekik ve ekspresyon vektorleri

Klonlanan genin ekspresyonu icin tasarlanan vektorlerdir. Mekik vektorler iki veya
daha fazla konakta replike olabilen ve varligini kararli bir sekilde siirdiirebilen vektorler
olarak tanimlanir. Ekspresyon vektorleri ise klonlanan genin yiiksek seviyede

ekspresyonunu saglayan ve ekspresyon i¢in diizenleyici bilesenler iceren vektorlerdir.

Prokaryotik sistemlerde rekombinant protein iiretimi ig¢in yaygin olarak kullanilan
ekspresyon vektorlerinden bir tanesi pET ekspresyon sistemidir. Bu vektorler kolay
indiiklenebilir T7 promotdr bolgesi icerir. Ilgili gen bu promotdr bdlgesinin asag
kismma  klonlanir. Ekspresyonun baslamasi i¢in hiicrede bakteriyofaja ait T7
polimerazin indiiklenmesi gerekmektedir. T7 polimerazin kontrollii bir sekilde iiretimi
ise IPTG ile indiiklenen baska bir promotdr (lacUV5) ile saglanir. Normalde lacl
geninin tiriini olan lac represor molekiilii, T7 polimeraz iiretimini baskilarken IPTG bu
baskiy1 ortadan kaldirarak hiicrede T7 polimeraz miktarini artirir. T7 polimeraz da ilgili

proteinin {iretimini baglatmak tizere kendi promotoriine baglanir [41], [42], [43].

Ekspresyon vektorleri yapilacaksa indiiklenebilir transkripsiyonel promotorler,
translasyon baslangic bdolgelesi (TIRs) ve transkripsiyonel ve translasyonel

sonlandiricilar bulunmalidir [44], [45].



2.3.2 Transformasyon

Klonlamanin ardindan yabanci DNA pargasini tasiyan vektoriin konak¢1 organizmaya
aktarimina transformasyon denir. Transformasyonun ilk asamasinda 0 derece sicaklikta
ekzojenik DNA, katyonlarin etkisiyle hiicre duvarma yapisir. Daha sonra sicaklik
0°C’den 42°C’ye cikarildiginda, hiicre duvarindan sitoplazmaya girer. DNA’nin hiicre
igerisine rahat girisinin saglanmasi i¢in hiicrenin kompetan hale getirilmesi gerekir.
Hiicre; Ca*", Ba>", Sr*", Mg®", Mn*", ya da Rb" gibi katyonlar kullanilarak kompetan
hale getirilebilmektedir. Kompetan hiicre hazirlamak i¢in farkli metotlar vardir;
kalsiyum kloriir (CaCl,), rubidium kloriir (RbCl) ve transformasyon stok soliisyonu

(TSS) metotlar1 en ¢ok bilinen ve kullanilan metotlardir [46], [47].

Transforme olmus hiicreleri transforme olmamis hiicrelerden ayirt etmek i¢in vektor
iizerinde bulunan segici antibiyotik diren¢ genleri kullanilir. Vektorii alan hiicreler
antibiyotik iceren besiyerinde hayatta kalirken almayan hiicreler ayni ortamda
yasayamazlar [48]. Igeri alinan vektdriin ilgili geni igerip igermedigi de &n dogrulama

ve ¢ift yonlii DNA dizileme metotlar1 kullanilarak tespit edilir [49].

2.3.3 Protein ifadesinin Indiiklenmesi

Ilgili gen bolgesinin vektdre dogru oryantasyonda klonlandigi dogrulandiktan sonra
plazmit vektor, protein ekspresyonunun indiiklenecegi konak¢i organizmaya transforme
edilir. Lac operonu, daha 6nce bahsedildigi lizere IPTG ile diizenlenerek T7 promotor
kontroliinde ilgili dizinin transkripsiyonu baglar. Ortamda bulunan IPTG, T7
polimerazin iiretimini baskilayan lac represoriine baglanir ve lac operotdriinden
tetramerik represorii ¢ikarir. Boylece miktar1 artan T7 polimeraz T7 promotore baglanir

ve heterolog olarak iiretilecek proteinin gen dizisinin transkripsiyonu saglanir [50], [51].
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Sekil 2.1 pET klonlama sisteminde ekspresyon kontroliiniin sematik gosterimi [52]

2.3.4 Protein Saflastirilmasi

Yapisal proteinlerin veya enzimlerin doku veya hiicrelerden saf halde izole edilmesi
daha sonraki deneylerin dogru sonucglar vermesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Proteinin
yliksek miktarda ve saf halde elde edilebilmesi icin en dogru ydntemin secilmesi,
gerekirse birden fazla metodun kombine bir sekilde kullanilmasi gerekmektedir [53],

[54].

Saflastirma i¢in uygulanacak ilk adim hiicre veya dokularin uygun tampon ortamda
parcalanarak hiicre biitiinliigiinlin bozulmasi ve hiicre igeriginin aciga c¢ikarilmasidir.
Bakteri hiicresi ile calisilirken lizis tampon igerisinde homojenize edilen hiicreler
kimyasal, enzimatik veya mekanik yollarla parcalanir. Santrijiif ile protein haricindeki
hiicre komponentleri uzaklastirilir. Elde edilen siipernatant saflastirma protokolii i¢in

baslangi¢c materyali olur [53], [54].

Protein saflastirma i¢in c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar kromotografi,
elektroforetik yontemler, santrifiigasyon, diyaliz, ultrafiltrasyon yontemleridir [54],
[55]. molekiil

cOziinlirliigline veya spesifik baglanma boélgelerinin varhi§ina gore segilir. Molekiil

Kullanilacak ayirma yodntemi proteinin yiikiine, biiytikliigiine,

biiyiikliigline gore protein aymrma ic¢in santrifiijleme, jel filtrasyon, diyaliz,
ultrafiltrasyon yontemleri tercih edilirken, protein yiikiine bagl ayirim yapilirken iyon
degisimi kromatografisi, eletroforez, izoelektrik fokuslama yapilabilir. Proteinin

bulundugu tampon c¢ozeltisinin pH, iyonik siddet veya dielektrik sabitinin herhangi
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birinin degistirilmesi suretiyle c¢oziniirlik 6zellikleri degistirilerek protein ayirimi
saglanabilir. Son olarak spesifik baglanma durumuna gore ayirma i¢in en iyi bilinen

yontem afinite kromatografisidir.

Rekombinant protein ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen sistem hareketsiz metal afinite
kromatografisi (IMAC)’dir. Proteinin terminallerinden birine metal iyon resinlerine
afinitesi olan histidin kuyruklar takilarak koenzim bagli agaroz taneciklerine spesifik
olarak baglanmasi1 saglanir. Kolon dolgu maddesi olarak genellikle polihistidin bolgesi
ile etkilesimi bilinen nikel nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) agaroz kullanilir. Sekil 2.2'de
goriildiigl gibi NTA, nikel iyonunun igerdigi 6 ligand baglanma bolgesinden dordiine
baglanmaktadir ve geri kalan 2 baglanma bdlgesi de His-tag ile etkilesime girmektedir.
Lizatta bulunan diger proteinler bu koenzime baglanma 6zelligine sahip olmadig1 i¢in
yikanip gideceklerdir. Kolona bagli proteinin kolondan ayrilmasi i¢in histidin ile
yarisacak yiiksek miktarda imidazol kullanilir. Sekil 2.2'de histidin ve imidazol
molekiillerinin kimyasal yapilar1 da gosterilmektedir. Saflastirmadan sonra tuz,
imidazol ve denatiire sartlarda uygulanan protokoller i¢in denatiirant maddelerin

uzaklastirilmasi i¢in diyaliz veya ultrafiltrasyon yapilir [56], [57].
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Sekil 2.2 Poli-His tag'daki komsu rezidiiler ile Ni-NTA matriksinin etkilisemi (a) ve
imidazol-histidin molekiillerinin kimyasal yapilari (b)
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2.4 Bruselloz Hastalhig

Bruselloz; Gram (-), fakiiltatif , intraseliiler Brucella bakterisinin sebep oldugu bir
hayvan hastaligidir [6]. Ozellikle alt: bakteri tiiriiniin hayvanlarda yaygin olarak hastalik
yaptig1 bilinmektedir. Bunlar en ¢ok tercih ettikleri konak¢1 organizmayla birlikte; B.
abortus (s181r), B. melitensis (keg¢i), B. suis (domuz), B. canis (kdpek), B. ovis (koyun),
and B. neotoma’dir (¢ol faresi) [58]. Hastalik, hasta hayvanin viicut sivistyla direkt
temas veya siit trilinlerinin tiikketimi ile insanlara gecebilmekte ve akut veya kronik
enfeksiyona sebep olabilmektedir. Enfekte bir isletmede calisanlarin, enfeksiyona
yakalanmalarina sebebiyet verdiginden bir meslek rahatsizligi olarak da goriiliir.
Brucella mikrobuyla karsilasmis olan ciftlikte yasayan insanlar hayvanlarla dogrudan
temasta bulunmasalar dahi, enfeksiyondan etkilenebilirler [59]. Latin Amerika, Orta
Dogu, Afrika, Asya, Akdeniz Havzasi gibi diinyanin bir¢cok yerinde endemik olarak
goriilmektedir [60]. Ancak hastaligin sik goriildiigii yerlerde tanis1 konulmamais ve rapor
edilmemis bircok vaka bulunmaktadir [61]. Arasoglu ve arkadaslari tarafindan 2010
yilinda tamamlanan projenin sonuglar1 da resmi kayitlarda goriilen enfeksiyon sayisinin
gercegi yansitmadigini acgik bir sekilde ortaya koymustur [62]. Hastalifin ¢abuk
yayilmasi, kontrol ve miicadelesinin gii¢liigli, tedavisinin uzun siire almasi1 ve masrafli
olmasi, hayvansal protein kaynaklarmma olan olumsuz etkisi, hayvan ve hayvansal
dirlinlerin ticaretine engel teskil etmesi ve ¢ogunlugu kirsal kesimde bulunan kisith
imkanlara sahip hayvan yetistiricilerinin sosyo-ekonomik gelismesini engellemesi gibi

nedenlerden dolay1, bu hastalik iilkemiz i¢in olduk¢a 6nemlidir [59].

Hayvanlarda diisiik ya da fetiisiin prematiire atimi, siit veriminde azalma ve diisiik
fertiliteye dolayisiyla hayvan yetistiricilerini ekonomik kayba ugratmaktadir. Siit ve siit
irtinleri endiistrisine zarar vermektedir. Plasenta iltithabi ve epididimis, testis iltihab1
hastaligin en yaygim sonuglaridir [63], [64]. Insanlarda bruselloz akut inflamasyona yol
acarak ates, bas agrisi, halsizlik gibi semptomlarla seyretmektedir [7]. Insanlarda

inkiibasyon periyodu 1-3 haftadir, ancak bazen birka¢ ay da olabilir [65].

Brucella ile, enfekte iirtinlerin tiiketimi, viicut sivisiyla temas veya hava yoluyla
bulastiktan sonra dogustan gelen immun sistemin fagositik hiicreleri tarafindan yutulur
[66]. Endozom, litik enzimleri igeren lizozomal yapilarla fiizyon olusturur. Sonugcta
konak¢1r organizma hiicresi tarafindan yutulan viriilent Brucella bakterilerinin
parcalanarak etkisiz hale getirilmesi beklenir. Ancak sayisal olarak yutulan Brucella

bakterilerinin %30 kadar1 lizizden kacarak hiicre i¢inde hayatina devam eder [67].
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Intramakrofajik Brucella 6nce lenf diigiimleri daha sonra da lenf sistemi araciliiyla
biitlin viicuda yayilir. Deneysel enfeksiyonlarda inokiilasyondan sonra uygulama
bolgesine yakin olan lenf diigiimlerinin viicudun diger bdliimlerinden ¢ok daha fazla
Brucella barindirdiglr goriilmiistiir [66]. Yine deneysel bir sigir enfeksiyonunda
konjonktival (g6z) inokiilasyon sonrasi 2-4 giin i¢inde tiikiiriik bezleri i¢indeki lenf
bezlerinde kolonizasyonun olustugu gozlemlenmistir. En erken 15. giinde dalakta
enfeksiyon olusumu, 22-29. giinler arasinda da diger lenf diiglimlerinde, dokularda ve
gebe hayvan uterusunda kolonizasyon kaydedilmistir [68]. Literatiir bilgisine
dayanilarak bakterinin gebe hayvanda plasentada bulunan trofoblast hiicrelerini hedef
alarak diistiklere sebep oldugu, gebelik durumu s6z konusu olmadiginda ise konakgi

hiicre olarak makrofaj1 tercih ettigi soylenebilir [66].

Brucella mikroorganizmasinin viicuttan temizlenmesi kombine antibiyotik tedavisini
gerektirdiginden ¢ogunlukla basarili sonuglar alinamamaktadir. Hayvanlar etkeni gizli
olarak tasimaya devam ettiklerinden enfeksiyon kaynagi olusturmaktadirlar. Dolayisiyla
hem ekonomik olmamasi hem de tasiyiciligin 6nlenememesi nedeniyle hayvanlarda
tedavi 6nerilmeyen bir yaklasimdir [69]. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan hayvanlarda
hastalikla miicadele edilmesinde; genel hijyenik tedbirlerin uygulanmasi, karantina,
enfekte hayvanlarin siiriiden cikarilmasi (test ve kesim) ve asilama gibi koruyucu
tedbirlerin uygulanmasi gerektigi belirtilmektedir [70], [71], [72]. Ancak; hayvan mera
alanlarmin ortak olmasi, hayvanlarla ilgili gerekli saglik kontrollerinin etkin sekilde
yapilamamast ve hayvan yetistiricilerinin egitim diizeyi gibi faktdrlerden dolay1

iilkemizde hastalikla miicadelede en etkin uygulamanin agilama oldugu goriilmektedir.

2.5 Hastahik Etmeni: Brucella

Brucella; kiigiik koko-basil veya kisa comak seklinde morfolojiye sahip, 0.5-0.7 x 0.6—
1.5 um boyutlarinda, genellikle tek olarak bulunan, nadiren de kiiclik zincir ya da
gruplar olusturan, makrofajlar igerisinde iiredigi i¢in fakiiltatif intraseliiler karakter
gosteren, sporsuz, bakteriyolojik boyalarla ¢cabuk boyanabilen Gram (-) patojen bir
bakteridir. Kamg¢i veya pilileri olmadigindan hareketsizdir. Brucella aerobik bir
bakteridir Ancak bir¢ok susu biiyiimek icin %5-10 karbondioksite ihtiya¢ duyar.
Optimal {ireme 1s1s1 37 °C’dir Ancak 10 ile 40 °C arasinda biiyiiyebilirler. Optimal pH
degeri 6.6-7.4 arahigindadir. Katalaz pozitiftir. Genellikle oksidaz pozitif olmasina

ragmen, negatif suslar1 da bulunmaktadir [73].

13



Bir¢ok susun beslenme ihtiyact olduk¢a komplekstir. Et 6ziitii, triptoz gibi kompleks
pepton, glikoz, tuz, cesitli aminoasitler, tiamin, nikotinamid, demir ve magnezyum
iyonlar1 iceren medyumlarda iyi Urerler. Serum ve kan biliylimeyi olumlu bir sekilde

etkiler [73].

Siv1 besiyerlerinde biiylime; eger siddetli olarak calkalama yapilmazsa genellikle
zayiftir. Kat1 besiyerlerinde ise Brucella kolonileri inkiibasyondan 2-3 giin sonra gozle

goriilebilir, ancak 4-5 giin sonra 1-2 mm biiytikliige ulasir [70], [71], [74].

Brucella bircok hayvan tiirlinde ve insanlarda da hastaliga sebep olabilmektedir.
Genomu iki halkasal kromozomdan olusur. Sadece B. suis biovar 3 susu tek biiyiik
kromozom igerir. Aslinda genetik olarak monospesifik olan Brucella biovarlar biiyiik
kismi korunmus genomun delesyon, insersiyon barindiran ve yeniden diizenlenmis
versiyonlaridir [73]. Brucella tiiriinlin ana viriilens faktorii olan LPS tabakas1 Lipid A,
kor polisakkarit ve O-zincir kisimlarindan olusur. Hidrofobik Lipid A bdlgesi 2 tip
aminoglikoz igerir [75]. Lipid A, KDO (2- keto-3-deoksiktulosonik asit) araciligiyla D-
glikoz, D-mannoz ve 6-amino 6-deoksiglikoz (quinovosamine)’dan meydana gelen kor
polisakkarite baglanir [76]. S formlarinda bulunan O-zincir kism1 yaklasik 100 residiili
1,2-linked 4,6-dideoksi-4-formamido-a-D-manopiranosil tekrarindan olusan  bir
homopolimerdir ve kor polisakkarit yapisina baglidir [77]. Lipid A tabakasina gomiilii
veya bagl birgok dis membran proteini bulunmaktadir. Bu proteinlerden kimisi porin

aktivitesi gosterirken, kimisi lipoprotein veya fosfolipid yapida olabilmektedir [78].
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Lipopolisakkarit zinciri; o-polisakkarit zincirini (major yiizey antijeni) ihtiva etmesine
gore smooth (S-LPS) veya rough (R-LPS) yapisinda olabilir [70]. S ve R formlarinda en
onemli yiizey antijenleri dig membranda bulunur. S formlarinda hiicre duvari, hiicrenin
kuru agirligmin %21°ini olustururken bu oran R formlarda %14’tiir. S formlarinda
hiicre duvarmmin yaklasik %37’si protein, %14’ii karbonhidrat, %18’1 lipid, %0,4’1
muramik asit ve %0,1°1 de 2-keto-3-deoksiktulosonik asit (KDO)’tir. R formlar1 i¢in ise
bu oranlar protein i¢in %47,5, karbonhidrat icin %13, lipid i¢in %17, muramik asit i¢in

%0,4 ve 2-keto-3-deoksiktulosonik asit i¢cin de %0,1 seklindedir [80].

Bakterinin smooth ve rough formlarmin baslangictaki patojen-konake1 etkilesiminde
farkli mekanizmalar kullandig1 bilinmektedir. O zinciri enfekte konakgilarin antikor
cevabinda bir immunodominat antijendir ve S Brucella tiirleri tarafindan sebep olunan
infeksiyonlarin serolojik tanisinda major antijenik determinanttir [§1][82]. B. melitensis,
B. abortus ve B. suis tirleri smooth veya rough yapisinda olabilirler. O zincir
bakimindan mutant smooth tiirler kullanilarak yapilan in vivo calismalarda viriilansin
azaldig1 goriilmistiir [83]. O zinciri, Brucella tirlerinde M ve A serotiplerinin
olusumunda 6nemlidir [72] ve S- Brucella suglarinin antijenik profilleri (A veya M
dominant) kendi O-zincir yapilariyla baglantilidir. Bu zincirin daha 6nce de belirtilen
100 rezidiilii yapisinda, M serotiplerinde her 5 rezidiide bir tane a-1,3 bag
bulundururken; A serotiplerinde ise cogunlukla a-1,2 bagi bulundurur [70]. Baglardaki

farklilik LPS epitoplariin seklini etkiler.

Dis membran proteinleri potansiyel immiinojenler ve koruyucu antijenler olarak
tanimlanir. Molekiiler agirliklarina gore siniflandirilan Omp’lerden 88 kDa ve 94 kDa
molekiiler agirliga sahip olanlar grup 1 mindr proteinleri, 36-38 kDa molekiiler agirliga
sahip olanlar grup 2 porin proteinleri, 31-34 ve 25-27 kDa molekiiler agirliga sahip

olanlar grup 3 proteinler olarak siniflandirilmiglardir [84].

Yapilan caligmalarda hiicre i¢i patojen olan Brucella’nin opsonize oldugu zaman fagosit
icerisine Fc reseptor araciligiyla girdigi, opsonize olmayan organizmanin ise fibronektin
veya lektin reseptore baglandig1 goriilmiistiir [85], [86], [87]. Fc reseptor araciligiyla
hiicre (profesyonel fagosit) icine alinan bakterinin ¢ok daha etkin bir sekilde elimine
edildigi anlagilmistir [88]. Profesyonel fagositlerden olan makrofaj yuttugu bakteriyi
cogu zaman fagolizozomlarlar araciligiyla sindirebilirken trofoblast hiicreleri internal
Brucella’yr elimine etmek konusunda o kadar yetenekli degildir. Bu sebeple enfekte

trofoblast hiicreleri, igerisinde olduk¢a fazla miktarda canli Brucella bakteri hiicresi
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barindirir.  Iki  hiicre tipinde de bakteriyel replikasyon membrana bagli bir
kompartmanda meydana gelir [89]. Endoplamik retikuluma benzeyen bu kompartmanin
replikasyon nis olarak tercih edilmesinin sebebinin kompleks besinlere rahat ulasim
saglamak oldugu tahmin edilmektedir [90]. Bakterinin konak olarak trofoblast
hiicrelerini se¢mesinin de yine metabolik olarak oldukca aktif bu hiicrelerin iirettigi
protein ve Dbiiylimeyir stimiile eden metabolitlerden faydalanmak oldugu
distintilmektedir [91]. Brucella abortus’un LPS tabakasi aracilifiyla insan nétrofil
hiicrelerini erken donemde 6ldiirdiigli goriilmiistiir. Bunu NADPH-oksidaz aktivasyonu,
dolayli olarak ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri)’larin artis1 ve akabinde nétrofil hiicresinde
DNA hasarina sebep olma yoluyla gergeklestirildigi gosterilmistir [92]. Yine Brucella
abortus enfekte monositler araciligiyla kan beyin bariyerini asarak merkezi sinir
sistemine sizabilmekte, beyin epitel hiicrelerini enfekte ederek noérobruselloza sebep

olabilmektedir [93].

Dis membranin olusumu ve bitiinliigiiniin korunmasi agisindan Oneme sahip
BvrR/BvrS iki-bilesenli sistemin Brucella’nin internalizasyonunda biiyiik Olciide etkili
oldugu bilinmekte ve bu da membran protein ve yapilarinin patojeniteye katki sagladigi
sonucunu dogurmaktadir. BvrR/BvrS bakimindan mutant ve dolayisiyla bazi dis
membran proteinleri ile lipopolisakkarit (LPS) yapisinin iiretiminin olmadig1 suslarda
internalizasyonun olmadig1 ve bakterinin konak¢1 hiicre yiizeyine yapisik bir sekilde

kaldig1 goriilmiistiir [94], [95].

Fare modellerinde yapilan immiinizasyon calismalarinda Brucella 'nin dogustan gelen
ve sonradan kazanilan bagisiklik sistemini simultane olarak harekete gecirdigi ve
ozellikle IFN- v ile karakterize edilen Thl yanitinin kolonizasyonu yavaslatarak sonugta
enfeksiyonu temizlemede onemli rol oynadigi goriilmiistiir [96]. Makrofajlar1 aktive
ederek fagositik aktiviteyi uyaran IFN- y’nin monoklonal antikorla nétralizasyonu
sonucu BALB/c, CBA ve C57BU6 fare hatlarinda dalak kolonizasyonunun arttigi,
enfekte BALB/c hattina rekombinant IFN- y uygulamasinin ise kolonizasyonu azalttig1
bulunmustur [97]. IFN-y saliminda ¢ogunlukla CD4+ T hiicreleri sorumlu olsa da,
CD8+ T hiicreleri, y0 T hiicreleri, dogal 6ldiiriici hiicreler de s6z konusu sitokinin
iretimi ve salimma katki saglar [98], [99]. IFN-y disinda farkli immun sistem
bilesenlerinin de enfeksiyonunun kontrol altina alinmasinda rol oynadig: bilinmektedir.
IL12 ve TNF- a sitokinler brusellozun kontroliinde gérev alirlar ve IFN-y’nin etkinligini

artirarak kolonizasyonu azaltirlar [100], [101].
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Edinilmis bagisiklik sistemi bilesenleri olan, antijen sunan hiicreler, Thl hiicreleri,
sitotoksik T hiicreleri hastalikla miicadelede aktif olarak is goriirler [102]. CD4+ ve
CD8+ hiicrelerin hastaligin farkli safhalarinda savunmada etkili oldugu goriilmiistiir.
Ornegin, CD8+ T hiicreleri hastaligin erken asamalarinda enfeksiyonun kontrol altina
altina alinmasina katki saglarken, CD4+ hiicreleri uzun dénemde koruma saglar [98].
Hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyonlarda antikor aracili immun yanitin ¢ok etkili ve
koruyucu olmadig1 bilinmektedir [98], [103]. Brucella enfeksiyonlarinda da kimi zaman
antijen sunarak hiicresel aracili immun yaniti harekete geciren humoral bagisikligin,
hastalig1 yok edici direkt bir etkisinin olmadigi, hatta yapilan bir ¢aligmaya gore Thl
yanitt zayiflattigr goriilmiistiir. Buna da B hiicrelerinin {irettigi IL-10 ve TGF-

(transforme edici biiyiime faktorii) sitokinlerinin sebep oldugu ortaya ¢ikmistir [ 104].

2.5.1 Brucella abortus

Morfolojik ve kiiltiirel 6zellikler, cins i¢in agiklandigi gibidir. Bu tiirtin dogal olarak
tercih etiigi konaklar sigir ve diger boynuzlugillerdir. At, deve, koyun, geyik, kopek,
insan ve diger tiirler de enfekte olabilir. Hamile hayvanda genellikle plasenta iltihab1 ve
yavru atimi goriliir. Tavsan, kobay ve fare de dahil olmak {izere laboratuvar hayvanlari
icin patojeniktir. R suglar genellikle virillent olmamasma ragmen, farelerin
inokiilasyondan sonra bir siire daha dalaktaki mikroorganizmalar1 korudugu

gorilmistiir [91].

2.6 Bruselloz Hastaligiyla Miicadele Yontemleri ve Asillama

Bruselloz hastaliginin tanis1 hayvanlarda ve insanlarda genellikle serolojik yontemlerle
yapilir. Insanlarda tedavi i¢in uzun siireli kombine antibiyotik tedavisi gerekmektedir.
Hastaligin iyilesmesi birka¢ haftadan birkac¢ aya hatta birka¢ yila kadar stirebilir [8].
Intraseliiler bir bakteri tiirii olan Brucella, konak¢1 organizmanin immiin hiicreleriyle
yakin iligki i¢indedir ve immun sistemi manipiile ederek tani1 ve tedaviyi zorlastirararak
kronik enfeksiyona sebep olabilmektedir [105]. ABD’nin biiyiik kisminda saglikli
hayvanlarin asilanmasi ve hasta olanlarin ayiklanmasi yoluyla bruselloz biiyiik 6l¢iide
temizlenmistir [9], [106]. Ancak bu yaklasim hastaligin endemik olarak goriildiigli bazi
iilkelerde ¢esitli sebeplerden oOtiirli kullanilamamaktadir. Bu sebepler ekonomik
olanaklarin kisitli olmasi veya Kkiiltiirel inanglar seklinde siralanabilir. Hastaligin
yayi1liminin 6nlenmesi i¢in alinabilecek biitiin 6nlemlere ragmen dogal rezervler oldugu

stirece bruselloz 6nemli bir halk saglig1 sorunu olmaya devam edecektir [107], [108]
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Bruselloz hastaliginin iilkemizde ve diinyada onem arz etmesinin diger onemli bir
sebebi de, insanlarda hastaliktan korunma amagh as1 gelistirilmemis olmasidir.
Hastaligin yayilimimi1 engellemek, c¢iftlik hayvanlar1 ve insan igin tehdit olusturmasini
onlemek icin etkili agilarin gelistirilmesi elzemdir. Ayrica, konvansiyonel antibiyotik
tedavileri, konak¢idan Brucella’larin eliminasyonu tam olarak saglayamadigindan
hastaligin %5-10" oraninda niiks etti§i gozlenmektedir. [109], [110] Biitiin bunlarin
yanisira Brucella’min 11. Diinya Savasi'nda biyo-silah olarak kullanilmis olmasi ve
yayilma kolaylig1 nedeniyle, giliniimiizde biyoterérizm ajani olarak énemini korudugu

da bilinmektedir. [111], [112], [113].
Brucella, immiin tespiti 6nlemek i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir;

» Gram (-) bakterilerin ylizeyinde bulunan LPS tabakasi, toll-benzeri reseptor 4
(TLR-4) gibi konakg1 reseptorleriyle etkilesime girerek giiclii proinflamatuar
yanit olustururken, Brucella LPS tabakasi yan zincirlerinin asilasyonu nedeniyle
bu ¢esit bir yanita sebep olmaz [114], [115], [116].

» Brucella LPS tabakasi, konagin katyonik bakterisidal peptitlerine karsi direng
kazandirir [117].

» Brucella, enfeksiyon sirasinda iiretilen, dogustan gelen ve adaptif immiinitenin
kilit arac1 IFN-y nin makrofaj yanitin1 bozarak konak¢i savunmasini inaktive
eder [118].

» Konake¢1 hiicre iginde lizozom ile fiizyonu Onlemek i¢in dis memranini
fosfatidilkolin ekleyerek modifiye edebilir [119].

» Konak hiicre i¢inde basariyla ¢ogalabilmek ve fagozom-lizozom arasindaki
flizyonu oOnlemek icin konakg¢r hiicre zarinda bulunan lipid yiginlariyla

etkilesime giren siklik B-1,2-glukanlar1 sentezler [120].

Bu caligmalar Brucella'nin konak¢iyr ne kadar etkili bir sekilde enfekte ettigini ve
fagositozdan nasil kurtuldugunu gostermektedir. Hem hayvana hem de insanlia karsi
giivenli ve etkili asilarin gelistirilmesi, brusellozun engellenmesinde 6nemli bir adim

olacaktir.

Glinlimiizde c¢iftlik hayvanlarinda hastalia kars1 koruma saglamak icin canliligi
azaltilmis  suslar kullanilmaktadir [121]. Bu suslar organizmada immunizasyonu
indiiklemekte, antikor olusumu veya hiicre aracili immun yanit yollartyla patojene karsi

koruyucu etki saglamaktadir [122]. Ancak bu as1 suslarin ¢esitli dezavantajlar
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mevcuttur. Bunlardan ilki olan zayiflatilmis as1 susu B. abortus 19 (S19), 1923 yilinda
kesfedilmis, mutant bir sustur [123]. Eritritole fenotipik duyarlilik gésteren bu susun
s0z konusu duyarlilig1 eritritol katabolik genleri kodlayan 702 baz cifti boyutundaki
DNA parcasimnin delesyonuna atfedilmistir [124], [125]. S19, 1990'larin ortalarinda R
formundaki as1 susu RB51'in gelistirilmesine kadar yarim yiizyilldan uzun bir siiredir
brusellozun Onlenmesi icin diinya ¢apinda kullanilmistir ve hala bircok {ilkede
kullanilmaya devam edilmektedir [126], [127], [128]. S formunda olan ve anti-LPS
antikorlarini indiikleyen S19 as1 susunun en biiylik dezavantaji immiinize edilen ve
dogal olarak enfekte olmus hayvanlar arasinda ayrim yapmanin zor olmasidir. Susun
LPS tabakasi icermesi lipopolisakkarit temelli serolojik testlerin dogru sonuglar
vermesine engel olmaktadir [129]. S19 ile diger problemler hamile hayvanlarda yavru

atimina sebep olmasi [130] ve insana patojenik olmasidir [131].

ABD ve bir¢ok iilkede ciftlik hayvanlarinda anti-LPS antikor iiretimini indiiklemeyen R
formu RB51 susunun kullanimini iceren asilama programlar1 uygulanmaktadir. Anti-
LPS antikor cevabimi indiiklemeyen RB51 susunun dezavantajlar1 da insana patojenik
olmasi, dolayl olarak insan brusellozuna sebebiyet vermesi ve bruselloz tedavisinde

yaygin kullanilan rifampin antibiotigine kars1 diren¢ gdstermesi olmustur [36], [132].

Devam eden siirecte bilimsel ¢alismalar, daha iyi performans gdsteren asilar gelistirmek
icin Brucella viriilans genlerini tanimlama iizerine yogunlasmistir. Viriilans genleri
bakimindan mutant suslar gelistirilerek koruyucu etkisi degerlendirilmistir. Yabani tip
B. abortus 2308 susunun pgk geni bakimindan mutant formu elde edilmistir. Bu sus S19
ve RBS51 kadar koruma saglamistir ve O-zincir yapisi bulundurmadig: i¢in anti-LPS
antikor iiretimini indiiklemez. Boylece immunize hayvan ile dogal enfekte hayvan ayirt

edilebilir [133].

Diger bir Brucella tiirii olan Brucella melitensis’e kars1 seri pasajlama yontemiyle elde
edilmis atteniie canli agilar kullanilmistir [134]. Bunlardan en 6nemlisi olan Rev-1'in
koyun ve kecileri dogal Brucella enfeksiyonuna kars1 etkili bir sekilde korudugu ancak
gebe keciler i¢in ¢ok giivenli olmadigr goriilmiistiir [135]. Rev-1 asilamasi yapilan
emziren kegilerin siitinde zaman zaman bakteri goriilmiistiir [136]. Insanlara S19 as1
susundan daha patojeniktir [131]. Anti-O antijen antikorlarini indiiklemesi, enfekte ve
asili hayvan ayrimini zorlastirildiginda dezavantaj olarak sayilabilir [137]. Streptomisin

iceren besiyerinde seri pasajlama yoOntemiyle iretildigi icin antibiyotige direng
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kazanmistir. Bu da as1 uygulamalarinda kullanilmasi konusunda siipheleri beraberinde

getirmigstir [137].

Brucelloz ile miicadelede yukarida siralanan mevcut asilarin dezavantajlarini igermeyen
yeni nesil asi/as1 adaylarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Molekiiler biyoloji yontemlerinin
gelismesiyle son yillarda tlizerinde ¢alisilan ve 6nemli sonuglar elde edilen patojen alt
iinite asilari, canli aginin kullanimiyla ilgili giivenlik endiselerinin Oniine ge¢mistir.
Ancak canli agsilar kadar etkin koruma saglamak akilct yeni yaklasimlar
gerektirmektedir. Alt {inite asilar1 hayvan enfeksiyonu ve enfeksiyon kaynakl diisiige
sebep olmaz ve bu nedenle hem hayvanlar hem de insanlar i¢in giivenlidir. Son yirmi
yilda bruselloz i¢in bir dizi koruyucu antijen tanimlanmistir. Enfektif 6zellik tasimayan
alt birim asilar, hayvanlarda immun yanit olusturmak i¢cin DNA veya saflastirilmig
proteinler olarak formiile edilir. Fare modellerinde Brucella’ya kars1 koruma saglanip
saglanmadig1 asilanmamis ve asilanmis; bakteri ile enfekte edilmis gruplar arasinda

dalak kolonizasyon miktar1 karsilagtirilarak belirlenir.

Literatiir incelendiginde bircok antijen ve antijenik fraksiyonlarinin as1 adayr olarak
degerlendirildigi goriilmiistiir. Immunojenik rekombinant antijenlerinin se¢iminde en
kritik basamak, enfeksiyon etkenlerinin yapisal ve biyolojik acgidan korunmus ve
hastaliga karsi koruyucu Ozelliklere sahip antijenlerinin belirlenmesidir. Bu as1
adaylarindan bazilar1 hiicre membrani, hiicre duvari bilesenleri [138], dis membran
proteinleri [138], [139], hiicre duvarmin sicak sodyum dodesil siilfat (SDS)
ekstraktlarinin ¢oziinmez fraksiyonlar1 [139], ¢oOziniir SDS ekstrakstlart [140],
Brucella ¢6ziinilir antijenleri (BASA) [141], periplazmik proteinler [142], kimyasal
olarak modifiye edilmis Brucella proteinleri [143] smooth ve rough LPS tabakalari
[144], rekombinant Cu-Zn siiperoksit dismutaz (SOD) ve sentetik peptidlerdir [145].

DNA veya saf protein olarak formiile edilen ¢esitli alt birim asilarin immunojenik
olarak test edildigi c¢alismalar oldukca fazladir. Bunlardan bazilari; Bp26 (DNA
asisi/dalak kolonizasyonunda 1,16 log;p azalma (KOB)) [146], Ompl6 (protein asist/
dalak kolonizasyonunda 1,97 logjo azalma) [147], Ompl9 (protein asisi/ dalak
kolonizasyonunda 1,85 logjp azalma) [147], Omp28 (protein asisi/dalak
kolonizasyonunda 0,97 log;y azalma) [148], Omp31 (DNA asisi/dalak
kolonizasyonunda 1,30-1,45 log)p azalma) [129], P39 (protein asist/ dalak
kolonizasyonunda 1,21-2,48 logjp azalma) [149], S-adenosil-lhomocysteinehydrolase

(protein asis1/ dalak kolonizasyonunda 1,13-2,13 log;o azalma) [150] ve Commander’in
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2007 yilinda yayimladigi c¢alismasinda DNA asist olarak koruyucu Ozelliklerini
arastirdig1 ve bu tez calismasinda da saf protein olarak elde edilen Omp25 ’tir (DNA/
dalak kolonizasyonunda 2,54 log;o azalma) [18]. Bu alt {inite asilar1 ile 6nemli koruma
saglanabilmesine ragmen, bunlarin da sinirlamalar1 vardir. Bahsi gecen asilarin ¢ogu
canl asilarla karsilastirildiginda daha az etkilidir ve 2 log) iinitesinden fazla koruma
saglayamamaktadir. Bu sebeple bagisiklig1 saglamak i¢in takviye gerektirmektedir. Bu
takviye soz konusu antijenin uygun immun yaniti indiikleyecegi bir sistem veya
adjuvanla kombinasyonu olabilir. Ek olarak, bu caligmalarin ¢ogu sadece farelerde
gergeklestirildiginden hayvancilikta veya insanlarda koruma amagli kullanimi i¢in her

zaman yeterli bir belirleyici degildir.

Bu bilgiler 1s18inda sunulan tez g¢alismasinda, bruselloz hastaligina karst koruyucu
etkisini degerlendirmek iizere endemik Brucella abortus’tan rekombinant saf Omp25

proteini tiretilmesi hedeflenmektedir.

2.7 Omp25 Proteini ve Ozellikleri

Bakteriyel yiizey antijenleri patojen-konak¢i arasindaki ilk temasi saglamalari
dolayisiyla oncelikli as1 aday molekiilleridir [11]. Omp25, Brucella bakterilerinin ana
dis membran proteinlerinden biridir, tiirler arasinda olduk¢a korunmustur [151] ve
Brucella melitensis, Brucella abortus ve Brucella ovis'in virillansinda etkili oldugu
bildirilmistir [14], [15], [16]. Bir ¢alismada Omp25’in insan makrofaj hiicreleri
tarafindan salinan TNF-a iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir [12], [13]. Benzer
sekilde, yabani tip Brucella tiirlerinin TNF-a ve IL-12 salimini inhibe ederek insan
dendritik hiicre olgunlagsmasin1 ve antijen sunumunu Onlemektedir [152]. Omp25
geninin ¢ok miktarda ekspresyonunun saglandii Brucella suis’in insan makrofaj
hattinda ¢esitli miRNA’lart (miR-155, -23b and -21-5p) upregiile ederek IL-12
iretimini inhibe ettigi belirlenmistir [17]. Omp25 bakimindan mutant Brucella
kullanilarak yapilan immunizasyon ¢alismalarinda, farede ve sigirda virtilansin azaldigi

gorilmistir [13], [153].

Brucella Omp25 proteinin gen dizisi E.coli’ye ait Ompa dizisi ile benzerdir. Boyut
olarak farklilik gdstermelerine ve homolog olmamalarina ragmen iki protein de p-varil
yapisindadir ve fonsiyonlarmin benzer oldugu varsayilmaktadir [154]. Topoloji
tahminlerine gére Omp25 proteini sekiz adet transmembran [ {nitesi barindirir ve

biiyiik bir epitobu yiizeyde bulunmaktadir [81].
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Omp25 gen dizisi kullanilarak tasarlanan DNA asis1 immiinizasyon c¢alismalarinda
Omp25’in  koruyucu ozellik gosterdigi bulunmustur [15], [18]. Bu da Omp25
proteininin rekombinant olarak {iretilip bruselloz hastaligina karst koruma saglamak

amagch kullanilabilirliginin degerlendirilmesini gerekli kilmaktadir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

PZR cihazi- Biorad T100™ Thermal Cycler

Yatay elektroforez- Mini-Sub® Cell GT Systems

Dikey elektroforez- Mini-PROTEAN Tetra Cell Systems
Gii¢ kaynagi- Biorad Powerpac Basic

Western transfer sistemi- Trans-Blot Turbo Transfer System

Nanodrop- Thermo Scientific NanoDrop One Microvolume

Spectrophotometers

Sogutmali1 Santrifiij- Hettich Universal 32 R
Calkalayici- Biosan 3D Sunflower Mini-Shaker
Hassas terazi- Sartoriuz

Manyetik Karistirici- RH basic

Ph metre- Mettler Toledo Seven Compact/Ion S220

Mikrodalga- Arcelik

UV-Vis

UV goriintiileme cihazi- Vilber Lourmat UV Camera and transilluminator

Sogutmali Etiiv- JSR biiylik hacimli etliv

Etiiv- Memmert UNS5
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. Buzdolabi- Argelik Altus

. Is1 blogu- Inovia Dry Bath

. Sonikatdr- Bandelin SONOPULS ultrasonic homogenizers
. Vortex- IKA V15000

. UV Spektrofotometre- Shimadzu UV 1800

. Kabin- ESCO Class 11

. Multiwell plate reader- Biotek Powerwave XS2

. Milipore- Q Gradient Su Cihazi

. -80°C dondurucu- Thermo Scientific FORMA 702

3.1.2 Kullamilan Mikroorganizma Suslar

Endemik Brucella abortus biovar tip 3 straini, Erzurum il Gida Tarim ve Hayvancilik
Midiirliigii’nden temin edildi. TOP10 E.coli kompetan hiicreleri ve BL21 Star™ E.coli
kompetan hiicreleri Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kitin
(InvitrogenTM, K102-01) ticari alimi ile temin edildi. Brucella selektif agar
(Liyofilchem) besiyerinde, E.coli suslar1 ise LB broth (Invitrogen) ve agar (Invitrogen)
ayrica klonlama deney asamasinda SOC (Invitrogen) medyumda kiiltiire edildi.
Brucella i¢in %10 CO; ortam1 saglayabilmek i¢in “BD GasPakTM EZ Pouch Systems”
kullanild.

3.1.3 Genomik ve Plazmit DNA izolasyonlar
Quick-DNA™  Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research- D6005) ve
ZymoPURE™ Plazmit Miniprep Kit (Zymo Research- D4209) reaktifleri kullanildi.

3.1.4 PZR ve Elektroforez Reaktifleri

Ticari bir firmaya sentezlettirilen primerler kullanilarak PZR BioRad marka
Thermacycler cihazinda gerceklestirildi. Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2
U/uL) (Thermo scientific- F530L), dNTP soliisyonu (Himedia- MBTO059), agaroz
(Sigma-Aldrich), tampon (TAE- Multicell), DNA boyas1 (Biomatik- A4209), yiikleme
boyast (Thermo Scientific- R0611), ve DNA markir1 (Thermo Scientific 1 kb DNA
Ladder- SM0311, Thermo Scientific 100 bp DNA Ladder- SM0241) kullanilan diger

reaktiflerdir.
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3.1.5 PZR Uriiniiniin Saflastirilmasi
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research- D4007) reaktifleri kullanilarak
gergeklestirildi.

3.1.6 Klonlama ve Ekspresyon

Klonlama i¢in Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen' ",
K102-01) reaktifleri, transformasyon se¢ilimi i¢cin Ampisilin antibiyotigi (MB1045G),
ekspresyonu indiiklemek icin IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) (Bioline-
B1037036) kullanildu.

3.1.7 Proteinlerin SDS-PAGE ile Analizi ve Boyama

Sonikasyon tamponu hazirlamak icin Tris (Himedia) ve KCl (Emsure); SDS-PAGE i¢in
Tris-HCl (Multicell), Akrilamid/Bis soliisyonu (Biorad- 1610158), SDS (Multicell),
APS (Sigma- Aldric- 08091), TEMED (Sigma- Aldric); ylikleme tamponu hazirlamak
icin Tris-HCI (Multicell), gliserol (Multicell), B-merkaptoetanol (Biomatik), bromofenol
mavisi (Biomatik) ve SDS (Multicell); yiiriitme tamponu hazirlamak i¢in Tris
(Himedia), SDS (Multicell) ve glisin (Himedia); son olarak coomassie boyama icin
coomassie brillant blue (Biomatik), metanol (Isolab) ve asetik asit kullanild1 (Sigma-

Aldrich).

3.1.8 Western Blot Reaktifleri

Western analizi i¢in Bio-Rad Trans-Blot® Semi-Dry blotlama sistemi, nitroseliiloz
membran (Thermo Scientific- 88018) ve fitre kagitlar1 (Thermo Scientific- 88605)
kullanildi. Bloklama, tampon ve yikama c¢ozeltileri Tris (Himedia), glisin (Himedia),
metanol (Isolab), PBS (Sigma-Aldrich), Tween 20 (Sigma-Aldrich), siit tozu (Bioshop-
SKI1400.500) kullanilarak hazirlandi. Primer ve sekonder antikor olarak sirasiyla His-
probe Antibody (H-3): sc-8036 ve Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody,
HRP (31430) tercih edildi. Deteksiyon agsamasinda DAB (Thermo Scientific- 34001) ve
H,0, (Sigma- Aldric) kullanildu.

3.1.9 Protein Piirifikasyonu
Native ve denatiire kosullarda saflastirma yaparken rezin olarak ProBondTM Nickel-
Chelating Resin kullanildi. Baglanma, yikama ve eliisyon c¢ozeltileri NaH,PO,,

Imidazol (Biomatik), NaCl (Himedia), iire (Sigma- Aldric), Triton X-100 (Biomatik),
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Tris-HCl (Multicell) ve gliserol (Multicell) kullanilarak hazirlandi. Native sartlarda
uygulanan saflagtirma protokoliinde hiicrelerin iizerine lizozim (Thermo Scientific)
eklendi. Saflastirmanin son asamasinda ultrafiltrasyon ya da diyaliz gerceklestirildi. Bu
asamada tampon hazirlanirken NaH,PO, (Sigma- Aldric) kullanlirken, filtrasyon i¢in
Vivaspin Turbo® 15 (Sartorius) ve diyaliz i¢in de Dialysis tubing cellulose membrane

(D9777 Sigma) tercih edildi.

3.2 Metot

Brucella abortus tip 3 izolatinin stok kaltirinan
yapilmasi ve genomik DNA izolasyonu

l

Omp25 gen bolgesinin uygun primerler
kullanilarak ¢ogaltilmasi

l

PZR Urlnlnin pET102/D-TOPO® vektore
klonlanmasi

l

Vektoriin One Shot® TOP10 Kompetan E. coli
hiicrelerine transformasyonu ve dogrulanmasi

l

Dizi analizi ile dogrulanan vektorin BL21 Star®
(DE3) Kompetan E. coli hiicrelerine
transformasyonu ve protein ekspresyonunun
saglanmasi

l

Omp25 proteininin varliginin Western blot ile
dogrulanmasi

l

Omp25 proteininin afinite kromatografisi ile
saflastiriimasi

Sekil 3.1 Bu tez caligmasinda uygulanan deneysel metotlarin akis semasi

3.2.1 Brucella abortus Tip 3 izolatinin Stok Kiiltiiriiniin Yapilmasi
Farkli sehirlerden gelen Brucella abortus biyotip 3 izolatlar1 Brucella agara ekildi.

Mikroaerofilik ortamda, 37°C’de iki giin inkiibe edildi. Yeterince iireme gozlendikten
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sonra besiyeri yiizeyinden 6ze yardimiyla toplanarak 500 pl PBS igerisinde homojen
hale getirilerek 500 upl %30’luk gliserol ¢ozeltisi bulunan vial igerisine alindi.

Vortexlenerek 1 saat boyunca -20°C’de bekletildi. Daha sonra -80°C’ye alindu.

3.2.2 Brucella abortus’tan Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, Erzurum Il Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii’nden
temin edilen izolat biyotip 3 Br-1 susunun Brucella agar besiyerinde yiiksek miktarda
iretiminden sonra Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep DNA izolasyon Kkiti

kullanilarak {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.

1. Biyotip 3 Br-1 susu 6ze ile toplanarak PBS igerisinde yeniden homojenize
edildi. Hiicre yogunlugu spektrofotometre yardimiyla, ODgop degeri 1 olacak
sekilde ayarland1 (yaklasik 10° bakteri/mL ).

2. Hiicre ¢ozeltisinden 200 pL alimip ZR BashingBead™ Lysis Tube igerisine
konuldu. Uzerine 750 pL Lysis Solution eklenerek 5 dk vortexlendi.

3. ZR BashingBead™ Lysis Tube 1 dk 10,000 g’de santrifiij edildi.

4. 400 pL siipernatant sivi, toplama tiipli icindeki Zymo-Spin™ IV Spin Filter
(turuncu kapakli)’ igerisine alindi. 1 dk 7000 g’de santrifiij edildi.

5. Toplama tiipitinde toplanan siv1 lizerine 1200 uL Genomic Lysis Buffer eklendi.

6. Karisimdan 800 puL alinip toplama tiipii igerisine yerlestirilen Zymo-Spin™ [IC
Column iizerine eklendi. 1 dk 10,000 g’de santrifiij edildi.

7. Alt sv1 atilip 6. adim tekrarlandi.

8. Zymo-Spin™ IIC Column yeni bir toplama tiipiine alinarak kolon tizerine 200
pL DNA Pre-Wash Buffer eklendi. 1 dk 10,000 g’de santrifiij edildi.

9. Alt siv1 atilarak kolon iizerine 500 pL g-DNA Wash Buffer eklendi. 1 dk
10,000 g’de santrifiij edildi.

10. Zymo-Spin™ [IC Column 1.5 ml’lik temiz bir mikrosantrifiij tiipii icerisine
yerlestirildi. 35 pL DNA Elution Buffer direkt kolon matriksi iizerine eklendi.
30 sn 10,000 g’de santrifiij edildi. 35 pL genomik DNA elde edildi.

3.2.3 DNA Miktari ve Safliginin Belirlenmesi

DNA 260 nm, protein 280 nm ve fenol 230 nm dalga boyunda maksimum absorbans
vermektedir. A260/A280 oranmin 1,8-2,2 araliginda olmast DNA’nin saf oldugunu
gosterir [155]. 35 ul elisyon buffer igerisinde ¢oziinen genomik DNA miktari

Nanodrop (Thermo Scientific) cihazi ile 6l¢iildii. Daha sonra DNA’nin biitiinliigi ve
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kalitesi jel elektroforezi ile analiz edildi. Genomik DNA’lar % 0,8 konsantrasyonda
agaroz igeren jelde, 100 V’da 50 dk yiriitiildii. 1X TAE igerisinde gerekli miktarda
agaroz (40 ml i¢in 0,4 gr) mikrodalgada ¢6ziildii. Soguduktan sonra 20,000X Sybr Safe
DNA boyas1 1:20,000 seyreltilerek ¢ozelti icerisine eklendi (40 ml i¢in 2 ul boya). Jel
donduktan sonra 1 pl 6X yiikleme boyasi ve 5 ul DNA karistirilarak kuyulara ytiklendi.
Ornekler 100 V’da 50 dk yiiriitiildii. Ultraviyole 151k altinda Vilber Lourmat UV

Camera and transilluminator cihazi kullanilarak DNA bantlar1 goriintiilendi.

3.2.4 Omp25 Gen Bolgesi Icin Primer Tasarim

Omp25 gen bolgesinin klonlama ve ekspresyonda kullanilmak iizere ¢ogaltilmasi icin
primer tasarimi yapilmistir. Klonlama ve ekspreyon, Champion™ pET Directional
TOPO® Expression Kit kullanilarak yapildigi i¢in forward primer 5’ ucunda pET
vektorle tamamlayict 4 niikleotidlik bir dizi igerir. Primer tasariminda uygulanan

adimlar asagida siralanmistir.
Omp25 geninin niikleotid dizisinin tespiti (NCBI)
Omp25 geninin ORF bolgesi asagidaki gibidir.

5'<SATGCGCACTCTTAAGTCTCTCGTAATCGTCTCGGCTGCGCTGCTGCCGTTC
TCTGCGACCGCTTTTGCTGCCGACGCCATCCAGGAACAGCCTCCGGTTCCGG
CTCCGGTTGAAGTAGCTCCCCAGTATAGCTGGGCTGGTGGCTATACCGGTCT
TTACCTTGGCTATGGCTGGAACAAGGCCAAGACCAGCACCGTTGGCAGCAT
CAAGCCTGACGATTGGAAGGCTGGCGCCTTTGCTGGCTGGAACTTCCAGCA
GGACCAGATCGTATACGGTGTTGAAGGTGATGCAGGTTATTCCTGGGCCAA
GAAGTCCAAGGACGGCCTGGAAGTCAAGCAGGGCTTTGAAGGCTCGCTGCG
TGCCCGCGTCGGCTACGACCTGAACCCGGTTATGCCGTACCTCACGGCTGGT
ATTGCCGGTTCGCAGATCAAGCTTAACAACGGCTTGGACGACGAAAGCAAG
TTCCGCGTGGGTTGGACGGCTGGTGCCGGTCTCGAAGCCAAGCTGACGGAC
AACATCCTCGGCCGCGTTGAGTACCGTTACACCCAGTACGGCAACAAGAAC
TATGATCTGGCCGGTACGACTGTTCGCAACAAGCTGGACACGCAGGATATC
CGCGTCGGCATCGGCTACAAGTTCTAA>3’

OREF bolgesini kapsayacak sekilde primer tasarlanmasi

pET102/D-TOPO vektorii insert genin 5 ucunda His-patch thioredoxine ait gen dizisi

ve protein purifikasyonundan sonra bu proteini uzaklastirmak i¢in kullanilacak
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enterokinaz gen bolgesi dizisini igermektedir. Ayrica 3’ ucunda V5 ve 6xHis fiizyon tag
proteinlerini ifade edecek gen dizileri icermektedir. Primer tasarimi yapilirken 5° ve 3’
uclarinda bulunan tag proteinine ait gen dizilerinin ¢er¢eve iginde olmasina dikkat
edilir. Bu sebeple primerler insert genin baglangi¢ ve stop kodonlarini kapsamayacak

sekilde tasarlanir.

Forward primer:

5’- CACC-gene spesifik -3’

5’- CACCCGCACTCTTAAGTCTCTCGTAAT -3°
Gene spesifik bolge icin Tm: 60,9 °C

Reverse primer:

5’- GAACTTGTAGCCGATGCC -3°

Gene spesifik bolge icin Tm: 61,4 °C

NCBI Blast ile tasarlanmak istenen primerlerin organizma DNA’sinda hedef bolge
disinda bagka bir yere baglanip baglanmadiginin tespiti, sa¢ tokast ve dimer olusturup

olusturmadiginin tespiti Oligo Analyzer (IDT) programi kullanilarak gergeklestirildi.

Bu asamalardan sonra tasarimi  gerceklestirilen primerler, ticari olarak
sentezlettirilmistir. Liyofilize halde temin edilen bu primerler DNAaz ve RNAaz
icermeyen su ile ¢oziilerek 100 uM derisimli stok haline getirildi. Daha sonra 10 kat

seyreltilerek derisim 10 uM ’a diisiiriildii. Primerler -20°C’de sakland.

3.2.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL) ve enzim kiti icerisindeki reaktifler
kullanilarak PZR reaksiyonu gergeklestirildi. Cizelge 3.1’de ki bilesenler sirasi ile
eklendi. Reaktifler ve reaksiyon karisimi buz iizerinde tutuldu. Bu ¢alismada kullanilan

tim sarf malzemenin DNaz-free olmasina dikkat edildi.

Cizelge 3.1 Omp25 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kurulan PZR reaksiyonu

Bilesen Miktar
Niikleazsiz su 32,5uL
5X HF buffer 10 uL
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Cizelge 3.1 Omp25 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kurulan PZR reaksiyonu (Devami)

25 mM dNTP mix 0,4 pnL
10 uM forward primer 2,5 uL
10 uM reverse primer 2,5 uL
Kalip DNA (300 ng) 1,6 uL
Phusion polimeraz 0,5 uL
Toplam 50 uL

Cizelge 3.2 PZR kosullar

Asama Sicaklik Stire Dongi
Denatiirasyon 98°C 30 sn -

98°C 10 sn
Primer eglesmesi 61°C 30 sn 35 dongi
Primer uzamasi 72°C 30 sn
Son uzama 72°C 10 dk -

4°C 0 -

3.2.6 Agaroz Jelde Yiiriitme

PZR iiriinleri % 1 agaroz jel elektroforezinde analiz edildi. 40 ml TAE tampon igerisine
0,4 g agaroz eklendi. Mikradalga firinda 1s1 ile ¢oziindii. Sogutulduktan sonra ¢ozeltiye
20,000X Sybr Safe DNA boyasi eklendi (40 ml i¢in 2 ul boya). Jel donduktan sonra 1 pl
6X yiikleme boyasi ve 5 pul DNA karistirilarak kuyulara yiiklendi. Ilk kuyucuga 5 ul
DNA markir (100 bg) yiiklendi.Ornekler 100 V’da 50 dk yiiriitiildii. DNA bantlar:

ultraviyole 151k altinda goriintiilendi.

3.2.7 Jel Ekstraksiyonu
PZR iirlinii (45 pl), 9 ul yiikleme boyasi ile karistirilarak jele yiiklendi. Ayn1 zamanda
boyut analizi i¢in 100 b¢’lik DNA markir birinci kuyucuga eklendi. 100 V’da 50 dk

ylriitiildiikten sonra ilgili bant bistiiri yardimiyla jelden kesildi. Zymoclean™ Gel

30




DNA Recovery Kit protokoliine gore asagidaki adimlar takip edilerek ekstraksiyon
islemi gerceklestirildi.

1. 1,5 mP’lik mikrosantrifiij tiipleri tartildi.

2. Agaroz jelden kesilen parga tiip igerisine konularak tekrar tartildi ve jel agirhig

belirlendi.

3. Parca tizerine 3 hacim (6rnegin; 100 pl(mg) agaroz jel i¢in 300 ul) ADB (agarose
dissolving buffer) konuldu.

4. 55°C’ye ayarlanan 1s1 blogu iizerinde jel eriyene kadar inkiibe edildi.
5. Erimig agaroz ¢6zeltisi toplama tiibii igerisindeki Zymo-Spin™ Column’a alindi.
6. 60 sn 10,000 g’de santrifiij edilip toplama tiipiinde toplanan siv1 dokiildii.

7. Kolon tizerine 200 ul DNA Wash Buffer konularak 30 sn 10,000 g’de santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde toplanan siv1 dokiildii ve yikama adimi tekrarlandi.

8. 20 ul DNA Elution Buffer kolon matriksi {lizerine birakildi. Kolon 1,5 ml’lik temiz
mikrosantrifiij tlipli i¢erisine alindi. 60 sn 10,000 g’de santrifiij edilerek saf DNA elde
edildi.

9. DNA miktar1 ve saflig1 Nanodrop spektrofotometre ile belirlendi.

3.2.8 Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit ile Klonlama

Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit, kiit u¢lu PZR iiriiniinii hizli ve
etkin bir sekilde vektore klonlamak ve ardindan E. coli’de T7 promotorii kontroliinde
ekspresyonunu saglamak i¢in gerekli reaktifleri iceren bir kittir. PZR prosediiriinii

takiben ligaz ve restriksiyon enzimlerinin kullanimina ihtiya¢ yoktur.

Klonlama igin tercih edilen pET102/D-TOPO vektor, dogrulama ve saflastirma
asamalarinda kolaylik saglayacak peptid tagleri (histidin kuyrugu ve thioredoxin
bolgesi) iceren rekombinant flizyon protein iiretimine olanak saglar. Ayrica vektor
peptid taglerinin son asamada kesip c¢ikarilmasina imkan saglayan proteaz tanima

bolgeleri igerir.

pET102/D-TOPO’ N-terminal’inde His-Patch thioredoxin dizisi ve bu peptidi daha
sonra ayirmak i¢in Enterokinaz kesim bolgesi; C-terminal’inde ise V5, 6xHis tagleri

bulunur.
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Thioredoxin; maya, bitki, memeli ve bakterilerde bulunan, 11,7 kDa agirliga sahip bir
proteindir. Fiizyon partneri olarak kullanildiginda translasyon verimini ve bazi
durumlarda ¢oziinirligi artirdign  bilinmektedir. pET102/D-TOPO®  vektoriindeki
thioredoxin proteini metal baglama domeni igerecek sekilde mutasyona ugratilmistir.
Proteinin 32. pozisyonundaki glutamat ve 64. pozisyonundaki glutamin bakiyesi
(aminoasitleri) histidine ¢evrilmistir. His-Patch thioredoxin olarak adlandirilan bu yeni
protein katlandiginda 32. ve 64. pozisyonlardaki histidinler 8. pozisyondaki native
histidinle etkilesime gegerek “patch” olusturur. Bu histidin patch, divalent katyonlara
yiksek afinite gostermekte ve metal selatlama rezinler kullanilarak saflagtirmaya olanak

saglamaktadir.

V5 ((Gly-Lys-Pro-Ile-Pro-Asn-Pro-Leu-Leu-Gly-Leu-Asp-Ser-Thr)) ve 6xHis tagleri
flizyon proteininin ilgili antikorlar kullanilarak dogrulanmasina yardimeci olur. Ayrica

6xHis tag peptidi yine metal selatlama resinler kullanilarak saflagtirmaya olanak saglar.
Vektoriin se¢ilim markorii Ampisilin direng genidir.

Vektor haritasi ve ozellikleri asagidaki gibidir (6315 bg).

E Topo 4 =
HP thio- anc cec PR v
,Eﬂmlﬁm%aﬁm®,

frorol

Sekil 3.2 Vektor haritasi ve 6zellikleri [156]

Cizelge 3.3 Vektor 6zellikleri [156]

Cesit Isim Baglangic-sonlanma pozisyonu
Promotor T7 promoter 209-225
Lac baskilayici | Lac operator 228-252

baglanma bolgesi

Ribozom baglanma | Ribosome  binding | 282-288
bolgesi site (RBS)
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Cizelge 3.3 Vektor ozellikleri [156] (Devami)

Fiizyon protein | His-patch (HP) | 298-627
partneri thioredoxin ORF

Enterokinaz tanima | EK recognition site | 643-657

bolgesi (Asp-Asp-Asp-Asp-
Lys)

Klonlama bolgesi TOPO® Cloning site | 670-683

Tag V5 epitope 700-741

Tag Polyhistidine 751-768
(6xHis) region

Terminator T7 transcription | 783-911

termination region

Amp promotorii bla promoter 1407-1505

Amp direng geni Ampicillin (bla) | 1506-2366
resistance gene

Replikasyon orijini | pBR322 origin 2511-3184
ROP kodlayan | ROP ORF 3552-3743
bolge

lac baskilayici | lacl ORF 5055-6146
kodlayan bolge

Sekanslama  i¢in | T7 forward priming | 209-228
primer bolgesi site

Sekanslama i¢in | TrxFus forward | 607-624
primer bolgesi priming site

Sekanslama  icin | T7 Reverse priming | 822-841
primer bolgesi site

TOPO klonlama reaksiyonu, Vaccinia viriisiine ait Topoizomeraz I enzim mekanizmasi
kullanilarak gerceklesir. Bu enzim ¢ift zincirli DNA’ya 5-CCCTT boélgesinden sonra
baglanarak tek zincirde kirik olusturur. Kirik fosfodiester omurgadan agiga ¢ikan enerji,
kirik zincirin 3’ fosfat ucuyla topoizomeraz I’in tirozin bakiyesi (Tyr-274) arasinda
olusan kovalent bag ile korunur. Daha sonra orijinal zincirin 5" hidroksil ucu DNA ile

enzim arasindaki fosfo-tirozil baga atak yaparak enzimin ayrilmasini saglar.
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TOPO klonlamada, bu sistem modifiye edilerek hizli ve etkin bir klonlama sistemi
gelistirilmistir. PZR ile ¢ogaltilacak gen i¢in primer tasarlanirken 5’ ucuna CACC dizisi
eklenir. Bu dizi TOPO® yiiklii orijinal zincirin 3’ ucundaki GTGG bolgesine
tamamlayicidir. S6z konusu orjinal zincir PZR iirlinline atak yaparak iriiniin vektore

dogru oryantasyonda eklenmesini saglar.

Topoizomeraz
o
--==-CCCTT CACC ATG NNN --- --- --- NNN AAG GG----
————GGGAAGTGG—/'GTGG TAC NNN --- --—- --- NNN TTC CC----
. PZR Grind |
Tamamlayici dizi /Q
Tamamlayici dizi PZR driindne atak [0}
yaparak vektore eklenmesini saglar
\ Topoizomeraz
----CCCTTCACC ATG NNN --- --- --- NNN AAG GG- ---
-=-==GGGAAGTGG ,TAC NNN -=-= === === NNN TTC CC- ---
0&,

Sekil 3.3 Klonlama reaksiyonun sematize gosterimi

Jel ekstraksiyonu ile saflagtirilan PZR {iriinii ve pET102/D-TOPO® vektor igin 1:1
molar orani olacak sekilde ve 15 ng vektor kullanilarak klonlama reaksiyonu kuruldu.
“Insilico ligation calculator” [157] web sitesinden vektor ve DNA boyutlari, vektor
miktar1 ve tercih edilen molar konsantrasyon orani girilerek reaksiyona eklenmesi
gereken PZR iirinii (150 ng) miktarina ulasildi. Klonlama reaksiyonu Cizelge 3.4’te

belirtildigi gibi kuruldu.

Cizelge 3.4 Klonlama reaksiyonu

Saf PRC {irtinii 2 ul
Tuz soliisyonu 1 ul
Su 2 ul
Vektor 1
Toplam 6 ul

Reaksiyon kurulduktan sonra oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Buz {izerine alinip

transformasyona gecildi.
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3.2.9 Transformasyon

Transformasyon prosediirii asagidaki basamaklar seklinde gerceklestirilmistir.

1. Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit icerisinde gelen One Shot®

TOP10 Chemically Competent E. coli hiicrelerinden iki vial buz {izerinde eritildi.

2. Tip icerisinde bulunan 50 pl kompetan hiicre iizerine klonlama reaksiyon
karigtmindan 3 pl eklendi. Diger tiip icerisine de pozitif kontrol olarak 1 ul pUC19

plazmidi ilave edildi.
3. Tiipler buz iizerine alinarak 30 dk inkiibe edildi.
4. 42°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 40 sn 1s1 soku uygulandi.

5. Tekrar buz iizerine alinarak 2 dk beklendikten sonra iizerine 250 pl S.0.C. medyum
eklendi.

6. Calkalayici inkiibatérde 37°C’de, 200 rpm’de 1 saat kadar ¢calkalamaya birakildi.

7. 100 pg/ml Ampisilin iceren agar petrilere 200 pl ve 50 pl hacimlerde drigalski
spatiilii ile ekimyapild.

8. Petriler 16 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi.

3.2.10 Koloni PZR

Iki ayr1 petriden toplam 10 koloni segilerek Amp iceren petrilere steril kiirdan
yardimiyla ekildi. Ertesi giin iireyen bakterilerden koloni PZR yapildi. Kit icerisinde
gonderilen sekanslama primerleri kullanildi. PZR reaksiyon kosullar1 Tablo 3.5°te

gosterilmistir.

Cizelge 3.5 Koloni PZR

Bilesen Miktar

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) | 12,5 ul

Forward primer 1wl
Reverse primer 1wl
Su 10,5 pl
Toplam 25 ul
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Koloniler reaksiyon karisimi i¢ine yine steril kiirdan yardimiyla inokule edildi. Tablo

3.6’da belirtilen dongii kosullarina goére PZR reaksiyonu gerceklestirildi.

Cizelge 3.6 Koloni PZR dongii kosullari

Asama Sicaklik Stire Dongi
Baglangic 94°C 10 dk
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Primer eglesmesi 51°C 30 sn 35 dongi
Primer uzamasi 72°C 1 dk
Son uzama 72°C 10 dk
4°C 0

3.2.11 Plazmit izolasyonu

100 pg/ml Ampisilin igeren 5 ml LB’ye seg¢ici antibiyotik ile secilmis bakteriler inokiile

edildi. Bir gece 37°C ¢alkalayici etiivde inkiibasyona birakildi. ZymoPURE™ Plazmit

Miniprep Kit protokoliine gore plazmit izolasyonu yapildi.

1.

Gece kiiltiirtinden 5 ml alinip 2800 g’de +4°C’de 20 dk santrifiij edilip besiyeri
uzaklastirildi. Supernatant atildi.
Hiicre pelleti {lizerine 250 pl ZymoPURE™PI1 soliisyonu eklendi. Pellet

vortekslenerek yeniden homojenize edildi.

. Uzerine 250 pl ZymoPURET™P2 eklendi. 6-8 kez hizlica ters diiz edilerek

karistirildi. Oda sicakliginda 2-3 dk bekletildi. Soliisyon berrak, mor ve viskoz

bir hale geldiginde hiicrelerin lizisi tamamlanmis demektir.

. Karisimin {izerine 250 pl buz iizerinde sogutulmus ZymoPURE™P3 soliisyonu

eklendi. 3-4 kez ters diiz edilerek karigtirildi. Notralizasyon sar1 renk
olusumundan takip edildi.

Lizat buz iizerinde 5 dk bekletildi.

Lizat 16,000 g’de 5 dk santrifiij edildi.

600 pl supernatant temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinarak {izerine 275 pl

ZymoPURE™Binding Buffer eklendi. Ters diiz edilerek iyice karistirildi.
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8. Karistmmn tamami toplama kabi1 icerisine yerlestirilen Zymo-Spin™II-P
Column’a alindu.

9. 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 5000 g’de, 1dk santrifiyj edildi. Alt
stvi1 atildi.

10. Kolon iizerine 800 pl ZymoPURE™ Wash 1 eklendi ve 5000 g’de, 1dk
santrifiyj edildi. Alt s1v1 atild1.

11. Kolon iizerine 800 pl ZymoPURE™ Wash 2 eklendi ve 5000 g’de, 1dk
santrifiyj edildi. Alt s1v1 atild1.

12. Kolon iizerine 200 pl ZymoPURE™ Wash 2 eklendi ve 5000 g’de, 1dk
santrifiyj edildi. Alt s1v1 atild1.

13. Kolon, yikama bufferin tamamen uzaklasmasi i¢in 10,000°de 1 dk santrifiij
edildi.

14. Kolon temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve matriks tizerine 30 pl
ZymoPURE™E]lution Buffer eklendi. Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildikten
sonra 10,000 g’de 1 dk santrifiij edilerek plazmit DNA ¢oktiiriildii.

3.2.12 Rekombinant Plazmit DNA Dizi Analizi

Izole edilen plazmit TrxFus forward primer ile birlikte DNA analizine gonderildi. Elde
edilen sekans, BLAST kullanilarak Brucella abortus referans susu (Accession no:
AMO040264) ve diger Brucella tirlerinin Omp25 gen dizileri ile hizalandi. Clustal W
programiyla yapilan karsilastirma sonucunda Omp25 sekanslarimin gen dizilimi
benzerlik oranlar1 belirlendi. Referans sus ile karsilastirildiginda aminoasit dizisinde ve
acik okuma cergevesinde proteinin ii¢ boyutlu yapisini degistirecek bir farklilik olup
olmadig1 kontrol edildi. DNA sekanslarmin karsilastirilmasiyla yapilan filogenetik
analizler, tiirler arast1 ve tiir i¢i evrimsel iliskileri, canlilar arasindaki genom
benzerlikleri ve farkliliklar1 hakkinda bilgi vermektedir [157]. Filogenetik analizler
Unweighed Pair Group Method of Aritmetic Averages (UPGMA) modeline gore
MEGA 7 programinda gerceklestirildi ve filogenetik aga¢ olusturuldu.

3.2.13 E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerine Transformasyon ve Ekspresyon

Koloni PZR sonucunda pozitif ¢ikan koloniden elde edilen plazmit, hedef proteinin
eldesi i¢in BL21 hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon protokolii kullanilan
konukc¢u organizmanin BL21 (DE3) olmasi disinda tamamen aynmidir. BL21 (DE3)

hiicrelerine transformasyondan sonra pozitif kolonilerden bir tane se¢ilip 100 pg/ml
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Amp iceren LB Broth besiyeri igerisine inokule edildi. Bir gece 37°C calkalayici etiivde
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin 100 pg/ml Amp igeren 100 ml LB Broth besiyeri icine
1 ml gece kiiltiirtinden eklendi. ODgo degeri 0,6 olana kadar 37°’de inkiibe edildi. 100
mM stok IPTG ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in 10 ml distile su icerisinde 0,2 g IPTG ¢o6ziildii.
Kiiltire, 1 mM final konsantrasyonu olacak sekilde stok IPTG c¢ozeltisinden 1 ml
eklendi. Es zamanh olarak rekombinant pET102/D-TOPO plazmitini icermeyen BL21
(DE3) kontrol hiicreleri de 1 mM IPTG ile indiiklendi. Kiiltiirler 28°’de 5 saat inkiibe
edildi. 0. ve 5. saatlerde kiiltiirlerden 5’er ml 6rnek almarak 6,000 rpm’de 15 dk soguk
santrifiijde (+4°C) cevrildi. Ust siv1 atildi. Hiicreler, SDS-PAGE analizi i¢in -20 °C’ye
kaldirildi.

3.2.14 Ornek Hazirlama ve SDS-PAGE

-20 °C’ye kaldirilan hiicre pelletleri ¢ikarilip ¢oziildiikten sonra sonikasyon tamponu
olarak kullanilan 500 pl 50 mM Tris-KCl (pH 7,5) icinde homojenize edildi. %20’1ik
gii¢ kullanilarak 10 sn sonikasyon 20 sn bekleme olacak sekilde 6 dongiide sonike
edildi. Ornekler +4°C 'de 14,000 devir hizda 20 dk santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatant ve pelletler ayr1 tiiplere hazirlandi. SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-
PROTEAN® 3 Cell’e ait jel elektroforez sistemi kullanilarak hazirlandi. PAGE icin
%10’luk yiiriitme jeli ve %5’lik yiikleme jeli hazirlandi. Poliakrilamid jeller asagida

verilen protokollere gore dokiildii.

Yiiriitme jeli (%10);

1. 1,5 M Tris-HCI (pH-8,8)- 2,60 ml

2. %30 Akrilamid/Bis Soliisyonu — 3,40 ml
3. Distile Su- 3,80 ml

4. %10’luk SDS- 100 pl

5. APS (10%)- 0,1 ml

6. TEMED- 0,01 ml

Jelin 2/3°1 yiiriitme jeli olacak sekilde dokiildiikten sonra iizeri distile su ile kaplanarak

polimerlesmesi beklendi. Bu arada yiikleme jeli hazirlandi.

Yiikleme jeli (%)5)

1. 0,5M Tris-HCI (pH-6,8)- 0,625 ml
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2. %30 Akrilamid/Bis Soliisyonu- 0,67 ml
3. Distile Su- 3,60 ml

4. %10’ Iuk SDS- 50 pl

5. APS (10%)- 0,05 ml

6. TEMED- 0,005 ml

Yiikleme jel soliisyonu iyice karistirilip yiiriitme jelinin lizerine dokiildii ve uygun tarak

yerlestirilerek polimerlesmesi beklendi.

Lizis sonras1 santrifiijle ayrilan Ornekler SDS-PAGE i¢in hazir hale getirildi.
Supernatanttan 50 pl alinip 50 pl 6rnek tampon (2,5 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 2 ml
gliserol (100%), 0,4 ml B-merkaptoetanol, 0,02 g bromofenol blue, 0,4 g SDS) ile
karigtirildi. 100 pl distile su icinde homojenize edilen pellet ¢ozeltisi de 100 ul 6rnek
tampon ile karistirildi. Supernatant ve pellet rnekleri 95°C’de 5 dk kaynatildi. Yiiriitme
tankinin igerisi ylriitme tamponu (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0,1% SDS) ile
doldurulup, jel tankin igerisine yerlestirildi. Hazirlanan jelin taragi dikkatlice ¢ikarilip
ornekler taraklarin olusturdugu kuyucuklara 15’er pl hacimde yiiklendi. Yiiriitme
tamponunu jelin her tarafina temas etmesi akimin ge¢mesi agisindan Onemlidir.
Elektrotlar dikkatlice gii¢ kaynagina baglandi. 80 V’da yarim saat ve akabinde 120 V’da
bir buguk saat yiirlitme gerceklestirildi.

3.2.15 Coomassie Boyamasi

Ornekler vyiiriitiildiikten sonra jel dikkatlice sistemden ¢ikarildi. %0,1 coomassie brillant
blue, %40 metanol, %10 asetik asit iceren boyama ¢o6zeltisine alindi. Bir bucuk saat
boyamadan sonra %35 metanol, %7 asetik asit iceren boya uzaklastirma cozeltisine

alarak arka plandaki boya dagilana kadar bekletildi.

3.2.16 Western Blot Analizi

BL21(DE3) E. coli konukgusunda ekspresyonu gergeklestirilen Omp25 fiizyon
proteininin varligi Western Blot yontemi kullanilarak dogrulandi. Western Blot analizi
Bio-Rad Trans-Blot"” Semi-Dry sistemi kullanilarak gergeklestirildi. Membrana
aktarilmadan 6nce SDS PAGE yapilmak iizere daha 6nce verilen kosul ve oranlarda
%10’luk yiirlitme ve %35’°lik yiikleme jelleri hazirlandi. SDS-PAGE daha 6nceki SDS-
PAGE yiiriitme protokoliiyle birebir ayn1 yapildi.
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I.

1.
12.
13.
14.

Membran, filtre kagitlar1 ve jel 1slatilmak iizere transfer tamponu hazirlandi.

Transfer tamponu 500 ml
a) 39 mM Glisin 1,46 g
b) 48 mM Tris 290 g
c) 1,3 mM SDS 0,20 g
d) %20 Metanol 100 ml

Jele uygun bigimde kesilen nitroseliilloz membran ve filtre kagitlar1 1’er saat, jel
de 15 dk transfer tamponunda bekletildi.

Iki filtre kagidi arasinda akimin gectigi ydne dogru sirasiyla jel ve membran
olacak sekilde sandvi¢ hazirlandi. Kurutma kagitlari, jel ve membran
yerlestirildikten sonra hava kabarcig1 kalmamasina 6zen gosterildi.

Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi kullanilarak 25 V’da 40 dk aktarim
gergeklestirildi. Blotlamanin etkin bir sekilde gergeklestiginin tespit amaciyla jel
commasie boya ¢6zeltisi ile boyanmastir.

Membran PBS- Tween 20 (2ml Tween 20/ 1 L PBS) ile 5 dk yikanda.

% 5’lik bloklama ¢ozeltisi (5 gr siit tozu / 100 ml PBS- Tween 20) ile 1,5 saat
oda sicakliginda bloklama yapildu.

Membran PBS- Tween 20 ile 5 dk yikandi.

Daha sonra membran primer His-probe Antibody (H-3): sc-8036 iceren (1:500)
%>5’lik siit tozu c¢ozeltisinde +4 °C’de, calkalayic1 lizerinde inkiibasyona

birakildi.

. Ertesi glin PBS- Tween- 20 ile 5’er dk’dan {i¢ yikama yapildi.
10.

Membran, Goat anti-Mouse 1gG (H+L) sekonder antikor iceren (1:5000) %5’lik
siit tozu ¢oOzeltisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

PBS- Tween-20 kullanilarak 5’er dk’dan iki yikama yapildu.

PBS ile 5 dk yikama yapildi.

Saf su ile son kez 5 dk yikama yapilarak deteksiyona gecildi.

Deteksiyon i¢in 30 mg DAB, 50 ml PBS ve 50 ul H,O; igeren ¢ozelti hazirlandi.
Membran bir pens yardimiyla hazirlanan c¢ozelti icerisine batirildi ve bantlar

olusana kadar beklendi.
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3.2.17 Afinite Kromatografisi ile Protein Saflagtirma

Afinite kromoatografisi ile protein saflagtirma native ve denatiire olmak {izere iki ayri
protokolle saflagtirma prosesine tabi tutuldu. Bunun sebebi proteinin native sartlar

altinda kolona baglanmamasi dolayisiyla eliisyon fraksiyonlarda goriilmemesidir.

Native Kosullarda Saflastirma
BL21(DE3) E. coli konuk¢usunda ekspresyonu gerceklestirilen Omp25 fiizyon proteini
afinite kromatografi kullanilarak native sartlarda saflastirildi. Asagidaki adimlar takip

edildi.

1. +4°C’de muhafaza edilen ProBondTM Nickel-Chelating Resin dolaptan
cikarilarak 1 ml kadar kolona alindi. Resinin yer c¢ekimi yardimiyla asagi
¢Okmesi beklendi ve {ist s1v1 atildi.

2. Uzerine 3 ml baglanma tamponu eklenerek 2 dk yatay pozisyonda
calkalandiktan sonra tekrar dikey pozisyona getirildi. Resinin ¢6kmesi beklenip
ist sivt atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Baglanma tamponu hazirlanirken
asagidaki bilesenler belirtilen miktarlarda tartilarak distile su i¢inde ¢oziiliip pH

8’e ayarlandi.

Baglanma Tamponu 25 ml (pH: 8)
a) 50 mM NaH,PO, 0,1g
b) 10 mM Imidazol 0,01 g
¢) 500 mM NaCl 0,73 g

3. 1 litre hiicre kiiltiirii 6,000 rpm’de 15 dk soguk santrifiijde (+4°C) ¢evrildi. Ust
stvi atildi. Hiicre pelleti 8 mg lizozim eklenmis 8 ml baglanma tamponu ile
yeniden homojenize edilip, %50 giic kullanilarak 10 sn sonikasyon 20 sn
bekleme olacak sekilde 6 dongiide sonike edildi. Sonikasyon sonrasi lizat 10,000
rpm’de santrifiij edilerek elde edilen st sivi kolona yiiklendi. +4°C’de
calkalayicida bir saat inkiibe edildi. Burada hedef proteine bagh histidin tag’ler
ile kolondaki nikelin kompleks olusturmasi ve kolona tutulmasimin
saglanmasidir.

4. Inkiibasyon sonunda kolon dikey pozisyona getirilerek resinin ¢dkmesi
beklendi. Ust sividan 6rnek alimip daha sonra SDS-PAGE analizi yapilmak

iizere saklandi. Yikama tamponlar1 asagidaki sekilde hazirlandi. pH 8’e
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ayarlandi. 3 kere yikama yapilarak st sivilar alindi. Yine SDS-PAGE analizi

icin 6rnek saklandi.

Yikama Tamponu 25 ml (pH: 8)
a) 50 mM NaH,PO, 0,1g
b) 20 mM Imidazol 0,03 g
¢) 500 mM NacCl 0,73 g

5. Purifiye edilmek istenen proteinleri kolondan ayirmak icin 1 ‘er ml eliisyon
tampon bes ayr1 kerede kolona eklendi. Eliisyon tampon asagida verilen listeye

gore hazirlandi. pH 8’e ayarlandi.

Eliisyon Tamponu 25 ml (pH: 8)
a) 50 mM NaH,PO, 0,1g
b) 500 mM Imidazol 0,8¢g
¢) 500 mM NaCl 0,73 g

Denatiire Edici Kosullarda Saflastirma

BL21(DE3) E. coli konuk¢usunda ekspresyonu gerceklestirilen Omp25 fiizyon proteini
afinite kromatografi denatiire edici kosullarda saflastirildi. Eliisyonlarda spesifik
olmayan proteinlerin varligit SDS-PAGE ile saptandiktan sonra ayni protokol baglanma,
yikama ve eliisyon ¢ozeltilerine %10 gliserol eklenerek tekrar edildi. Asagidaki adimlar

takip edildi.

1. +4°C’de muhafaza edilen ProBondTM Nickel-Chelating Resin dolaptan
cikarilarak 1 ml kadar kolona alindi. Resinin yer c¢ekimi yardimiyla asagi
¢Okmesi beklendi ve {ist s1v1 atildi.

2. Uzerine 3 ml baglanma tamponu eklenerek 2 dk yatay pozisyonda
calkalandiktan sonra tekrar dikey pozisyona getirildi. Resinin ¢6kmesi beklenip
ist sivt atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Baglanma tamponu hazirlanirken
asagidaki bilesenler belirtilen miktarlarda tartilarak PBS igerisinde ¢oziiliip pH
7’ye ayarlandi.

Baglanma Tamponu 25 ml (pH: 7)
a) 8M Ure 12,01 g
b) 10 mM Imidazol 0,01 g
c) %] Triton X-100 250 wl
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3. 1 litre hiicre kiiltiirii 6,000 rpm’de 15 dk soguk santrifiijde (+4°C) gevrildi. Ust
stv1 atildi. Hiicre pelleti 8 ml lizis tamponu ile yeniden homojenize edilip, %50
gii¢ kullanilarak 10 sn sonikasyon 20 sn bekleme olacak sekilde 6 dongiide
sonike edildi. Lizis tamponu asagidaki sartlara gore hazirlandi. Sonikasyon
sonrast lizat 10,000 rpm’de santriflij edilerek elde edilen iist sivi kolona
yiklendi. +4°C’de calkalayicida bir saat inkiibe edildi. Burada hedef proteine
bagl histidin tag’ler ile kolondaki nikelin kompleks olusturmasi ve kolona

tutunmasinin saglanmasidir.

Lizis Tamponu 40 ml (pH: 6,5)
a) 8M Ure 192¢
b) 20 mM Tris-HCI 0,1g
¢) 300 mM NaCl 0,7¢g
d) 50 mM NaH,PO4 02¢g
e) %] Triton X-100 400 pl
f) 10 mM Imidazol 0,02 g

4. Inkiibasyon sonunda kolon dikey pozisyona getirilerek resinin ¢dkmesi
beklendi. Ust sividan 6rnek alimip daha sonra SDS-PAGE analizi yapilmak
iizere saklandi. Yikama tamponlar1 iki farkli imidazol konsantrasyonunda
asagidaki sekilde hazirlanmistir. 2. adimda anlatildig1 sekilde iki kere yikama
yapilarak iist sivilar alindi. Yine SDS-PAGE analizi i¢in 6rnek saklandi.

Yikama Tamponu 25 ml (pH: 7)
a) 8M Ure 12,01 g
b) 20+50 mM Imidazol 0,03-0,07 g
¢) 500 mM NacCl 0,73 g
d) Triton X-100 250 ul

5. Purifiye edilmek istenen proteinleri kolondan ayirmak icin 1 ‘er ml eliisyon
tampon bes ayr1 kerede kolona eklendi. Eliisyon tampon asagida verilen listeye

gore hazirlandi.

Eliisyon Tamponu 25 ml (pH: 7)
a) 8M Ure 12,01 g
b) 500 mM Imidazol 0,8¢g
¢) 500 mM NacCl 0,73 g
d) Triton X-100 250 ul
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Hem native sartlarda hemde denatiire sartlarda elde edilen eliiantlar farkli tiirlerde
topland1 ve igerisindeki imidazol ve iirenin uzaklastirilmasi, ayrica 10 kDa’nin altindaki
proteinlerin elemine edilmesi ile daha konsantre rOMP25 proteinin (41kDa) eldesi i¢in

iki farkli yontem kullanilds;

- Ultrafiltrasyon yontemi; Bu yontemde 50 ml’lik yaklagik 9 ml eliiant hacmine
sahip 10 kDa membran por ¢apina sahip falkon kullanildi. Falkon, santrifiij oncesi 20
mM NaH,PO, (pH:8) c¢ozeltisi ile kullanima hazir hale getirildi. Denatiire edici kosullar
altinda elde edilen eliiantlar bu falkonda biraraya getirilerek 4000 g’de 10 dk santrifiif
edildi. Sonrasinda 20 mM NaH,PO4 (pH:8) ¢ozeltisi birer mL kademeli olarak filtrenin
iist haznesine eklenrek santrifiij islemi tekrarlandi. Bu islem yaklasik bes kez tekrar
edildi. Sonrasinda kontrollii bir sekilde {ist hacim 500 pL kalincaya kadar santrifii
stiresi uzatildi. Elde edilen ¢ozelti protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in +4°C de

muhafaza edildi.

- Diyaliz yontemi; Bu yontemde yaklasik 10 ml eliiant hacmine ve 10 kDa
membran por capma sahip diyaliz torbasi kullanildi. Diyaliz torbasi eliiantla
doldurulduktan sonra agzi iyice kapatilarak icinde PBS bulunan beher igerisine
yerlestirildi. Bir gece oda sicakliginda siirekli karistirilmak suretiyle diyaliz islemi
gergeklestirildi. Sonrasinda diyaliz torbasi igerisinde kalan sivi alinarak igerisindeki

protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in +4°C de muhafaza edildi.

3.2.18 Protein Konsantrasyon Tayini

Protein miktar tayini igin BCA (bikinkoninik asit) protein tayin kiti kullanilmistir. Kit
icerisinde ¢ikan albumin standart ampiilleri kullanilarak 2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1,0
mg/ml, 500 pug/ml, 250 ug/ml, 125 pg/ml, 25 pg/ml lik standart protein ¢ozeltileri 20
mM Na,POy, igerisinde hazirlandi. Blank (Negatif kontrol) olarak da yine seyreltme
yapilan ¢ozelti kullanildi. 96’11k plate kuyucuklarina 10’ar pl standart protein ¢ozeltileri
ve li¢ tekrarl olacak sekilde miktar1 belirlenmek istenen protein 6rnekleri eklendi. Kit
protokoliine gore 50:1 oraninda Soliisyon A ve Soliisyon B karistirilarak calisma
soliisyonu hazirlandi. Her kuyucuga 200 ul ilave edildi, ardindan 37°C' de 30 dk
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda UV spektrofotometre kullanilarak 6rneklerin
absorbanslar1 562 nm’de Olgiildii. Elde edilen degerler ve standartlardan elde edilen
degerler kullamilarak standart egri grafigi ¢izildi. Regresyon tahmin denklemi ve R’

degeri hesaplandi. R” degerinin 1’e yakin olmasi sonuclarn giivenilir oldugunun
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gostergesidir. Denklem iizerinde x degeri yerine protein c¢ozeltilerinin absorbans
degerleri yerlestirilerek y degerleri hesaplandi. Elde edilen y degerleri protein

konsantrasyonunu ifade etmektedir [158].
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Brucella abortus’tan Genomik DNA izolasyonu

Endemik Brucella abortus biovar tip 3 straininden elde edilen DNA izolasyonunun
agaroz jel elektroforez sonucu Sekil 4.1°de gosterilmistir. Ayrica UV spektrofotometre
kullanilarak yapilan 6l¢giimde 180 ng/uL genomik DNA tespit edilirken, A260/A280

orani 1,9 olarak ol¢tilmiistiir.

250bg —p

Sekil 4.1 Endemik Brucella abortus biovar tip 3 strainin izole genomik DNA
gortintiisii, M: GeneRuler DNA Markir; 1,2: genomik DNA (iki tekrarl caligma)

4.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tasarlanan primerler ve endemik Brucella abortus biovar tip 3 straini DNA’s1 ile
gerceklestirilen PZR reaksiyonu sonucu elde  edilen amplikon Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Amplikon biiyiikliigiiniin kullanilan marker DNA vasitasiyla 640 bg

oldugu ve istenilen {iriin oldugu gézlenmistir (Sekil 4.2).
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700 bg —»

600bc —» ~ 640 bg

Sekil 4.2 Endemik Brucella abortus biovar tip 3 straini PZR reaksiyonu sonucu elde
edilen amplikon {iriinii, M: GeneRuler DNA Markir; 1,2: PZR iirtinleri (iki tekrarl
calisma)

4.3 Jel Ekstraksiyonu
Omp25 gen bolgesini igeren PZR iiriindi, jel ekstraksiyonu ile saflagtirildiktan sonra saf
DNA’nin biitlinliigii ve kalitesi agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir (Sekil 4.3).

DNA miktar1 80 ng/uL olarak UV spektrofotometre kullanilarak ol¢iilmiistiir.
A260/A280 orani ise 1,8 olarak tespit edilmistir.
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600 bg .

Sekil 4.3 Endemik Brucella abortus biovar tip 3 straini saf Omp25 gen bolgesi
amplikon iirtinii, M: GeneRuler DNA Markir; 1,2: Saf amplikon iirlinii (iki tekrarh
calisma)

4.4 Transformasyon

Kiit uclu PZR iiriiniinii hizli ve etkin bir sekilde vektore klonlamak ve ardindan E.
coli’de T7 promotorii kontroliinde ekspresyonunu saglamak icin kullanilan Champion™
pET Directional TOPO® Expression kiti ile yontem kisminda belirtilen basamaklarla
klonlama islemi yapilmistir. Jel ekstraksiyonu ile saflastirilan PZR iiriinti ve pET102/D-
TOPO® vektdr icin 1:1 molar orani olacak sekilde ve 15 ng vektor kullanilarak
klonlama reaksiyonu kuruldu. Hemen akabinde tranformasyon islemine gecildi.
Ardindan ampisilin igeren petrilere ekim yapilarak, petriler 37°C’de 24 saat

inkiibasyona birakildi. Sonuglar Sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4 Rekombinant kolonileri i¢eren petri goriintiisii

4.5 Koloni PZR

Iki ayr1 petriden toplam 10 koloni secilerek antibiyotik igeren petrilere steril kiirdan
yardimiyla ekilen kolonilerden gerceklestirilen koloni PZR sonuclar1 Sekil 4.5°te
gosterilmistir. 1, 4 ve 10. 6rnekler disindaki koloniler Omp25 gen dizisini igceren pozitif

kolonilerdir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

900 bg

200 bg

Sekil 4.5 Koloni PZR sonuglar1, M: GeneRuler DNA Markir; 1,4,10: Negatif PZR
sonucu, 2,3,5,6,7,8,9: Pozitif PZR sonugclari
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4.6 Plazmit DNA Izolasyonu

Koloni PZR sonucunda pozitif ¢ikan kolonilerden bir tanesi se¢ilerek 100 pg/ml Amp
iceren 5 ml LB besiyerine inokiilasyonu ve inkiibasyonu ile edilen kiiltiirdeki plazmit
izolasyonu, ZymoPURE™ Plazmit Miniprep Kiti kullanilarak ve ilgili kit protokoliine
gore yapildi. Plazmit DNA miktar1 UV spektrofotometre kullanilarak 50 ng/ul olarak
Olciildii. A260/A280 oran1 da 1,7 olarak tespit edildi. Agaroz jel elektroforez sonucu
Sekil 4.6°da gosterilmistir. Jel goriintiisiinde plazmide ait 6957 bg iirlin goriilmektedir.

10000bg —»

6000 bg  __» ~ 7000 bg

Sekil 4.6 Plazmit DNA jel goriintiisii, M: GeneRuler DNA Markir; 1: Plazmit DNA

4.7 Rekombinant Plazmit DNA Dizi Analizi

Rekombinant pETlOZ/D-TOPO® plazmitini tasiyan hiicrelerden izole edilen plazmit
DNA’larin sekans sonucu BLASTn programi kullanilarak Brucella abortus referans
susunun Omp25 gen dizisi (Accession no: AMO040264) ile hizalandi. Hizalama
sonucunda %99 benzerlik goriildi (Sekil 4.7). BLASTx programi kullanilarak referans
sus (Accession no: AM040264) ile yapilan karsilagtirmada aminoasit dizisinde ve acik
okuma c¢ercevesinde proteinin ii¢ boyutlu yapisim1 degistirecek herhangi bir farklilik
olmadig tespit edildi (Sekil 4.8). DNA sekans sonucu diger Brucella tiirlerinin Omp25
gen dizileri ile de hizalandi. Clustal W programi kullanilarak Omp25 sekanslarinin gen
dizilimi benzerlik oranlar1 belirlendi (Tablo 4.1). Bu oranlara gére endemik Omp25 gen
dizilimi diger Brucella tiirlerinin Omp25 dizileriyle olduk¢a benzerdir. UPGMA
modeline gore MEGA 7 programi ile ¢izilen filogenetik aga¢ Sekil 4.9’da

gorilmektedir.
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Score Expect Identities Gaps Strand
1171 bits(634) 0.0 635/636(99%) 0/636(0%) Plus/Plus
auesy T o o
Sbject 706322 CGCACTCTTAAGTCTCTCGTAATCGTCTCGGCTGCGCTGCTGCCGTTCTCTGCGACCG 706381
auery 62 i e
sbjct 706382 TGCTGCCGACGCCATCC GGTTCCGGC CGGTTGAAGTAGCTC 706441
e e T T
Sbjct 706442 GTATAGCTGGGCTGGTGGCTATACCGGTCTTTACCTTGGCTATGGCTGGAACAAGGCC 706501
R
Sbjet 706502 AAGACCAGCACCGTTGGCAGCATCAAGCCTGACGATTGGAAGGCTGGCCGCCTTTGCTGGC 706561
Query 243 ACCACCGACCACATCGTATACCGCTG GCTGATCGCACGTTATTCC 302

. |I|I|I|II|I||I|I|I [LELLLEETLELT] IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbject 706562 AGCAGGACCACGATCGTATACGCETG GTGATGCAGGTTATTCCT! 706621
Query 303 GCCAAGAAGTCCAAGGACGGCCTGGE AAGCAGGGCT GGCTCGCTGCGTGCC 362

COLPELELELLE L L] IIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 706622 GCCAAGAAGTCCAAGGACGGCCTGG? CCCTCGCTCGCCETGC 706681
Query 363 CGCGTCGGCTACGACCTGAACCCGGTTATGCCGTACCTCACGGCTGGTATTGCCGGTTCG 422
CLLLELLLEE L E L L LR L L L e L EEL e L]

Sbijct 706682 CGCCTCGGCTACGACCTGAACCCGGTTATGCCGTACCTCACGGCTGCTATTGCCGETTCG 706741
Query 423 CAGATCAAGCTTAACAACGGCTTGGACGACGAAAGCAAGTTCCGCGTCGGGTTGGACGGCT 482

. IIIIIIIIIIIlIlIIIIIIIIIllIIIlIllIIIIIIIIIIIIIIIIII| IIIIIIII
Sbijct 706742 TCCGCGTGGGTTGGACG 706801
auery. 483 T T T T o
sbjct 706802 GGTGCCGGTCTC TTGAGTAC GTTAC 706861
Query 543 ACCCACGTACGCGCAACAAGAACTATGATCTCGCCCGGTACCACTGTTCCGCAACAA! 602

. I||I|I|I||I|Il|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 706862 ACCCAGTACGGCAACAAGAACTATGATCTGGCCGGTACGACTGTTCGCAACAA 706921
S T e
Sbjet 706922 ACGGATATCCG 'CGGCATCGGCTACAAGTTC 706957

Sekil 4.7 BLASTn sonucu, (Query: Rekombinant Omp25, Sbjct:Referans sus,

Accession no: AM040264)
Range 1: 1 to 105 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
214 bits(546) 9e-69 Compositional matrix adjust. 105/105(100%) 105/105(100%) 0/105(0%) +1
Query 202 IKPDDWKAGAFAGWNFQQDQIVYGVEGDAGYSWAKKSKDGLEVKQGFEGSLRARVGYDLN 381
IKPDDWKACAFAGWNFQODQIVYCVEGDAGY SWAKKSKDCGLEVKQGFEGSLRARVGYDLN
Sbjct 1 IKPDDWKAGAFAGWNFQQODQIVYGVEGDAGY SWAKKSKDGLEVKQGFEGSLRARVGYDLN 60
Query 382 PVMPYLTAGIAGSQIKLNNGLDDESKFRVGWTAGAGLEAKLTDNI 516
PVMPYLTAGIAGSQIKLNNGLDDESKFRVGWTAGAGLEAKLTDNI

Sbjct 61 PVMPYLTAGIAGSQIKLNNGLDDESKFRVGWTAGAGLEAKLTDNI 105

Sekil 4.8 BLASTx sonucu, (Query: Rekombinant Omp25, Sbjct:Referans sus,
Accession no: AM040264)
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Cizelge 4.1 Clustal W programiyla yapilan karsilastirilma sonucu elde edilen gen dizilimi

benzerlik oranlari

95|

U39359.1 Brucella neotomae

HG803175.1 Brucella canis str. Oliveri

CP007763.1 Brucella melitensis bv. 1 str. 16M

CP024715.1 Brucella melitensis strain Rev.1 (passage 101)
CP018508.1 Brucella melitensis BwlM SOM 36b

000300 000250 000200 0.00150 0.00100 000050 0.00000

Sekil 4.9 Omp25 dizi bilgileri kullanilarak UPGMA testi ile olusturulan filogenetik
agag

4.8 SDS-PAGE

Rekombinant Omp25 proteini translasyon verimini ve ¢oziiniirliigii artiran 13 kDa

agirhigindaki thioredoksin proteini ile fiizyon halinde eksprese olmaktadir. Karboksi

terminal’indeki 3 kDa'luk Histag ile birlikte toplam protein agirligi 41 kDa 'dur. Sekil

4.10°da Omp2S5 proteinin beklenilen biiytikliikte eksprese edildigi gosterilmektedir.
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1 10 1 12 13 14 15 16
1. B. melitentis ~ str. Rev 1 100.00 100.00 100.00 99.21 99,21 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,53 9953 99,53
2. B. melitentis  BwIM SOM 100.00 100.00 100.00 99,21 99,21 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,53 99,53 99,53
3. B. melitensis  bv. 1 str. 16M 100.00 100.00 100.00 99,21 99,21 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,37 99,53 99,53 99,53
4. B.canis str. Oliveri 99,21 99.21 99,21 100.00 99,37 9953 99,53 9953 99,53 99,53 99,53 99,53 99,53 99,69 99,69 99,69
S. B. neotomae 99,21 99,21 99,21 99,37 100.00 99,53 99,53 99,53 99,53 99,53 99,53 99,53 99,53 99,69 99,69 99,69
99,37 99,37 99,37 99,53 99,53 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 99,84 99,84 99,84
. B.abortus  104M 99,37 99,37 99,37 99,53 99,53 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 99,84 99,84 99,84

8. B.abortus str.ZW053 99,37 99,37 99,37 99,53 99,53 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 99,84 99,84 99,84
9. B.abortus bv. 2 str. 86/8/59 99,37 99,37 99,37 99,53 99,53 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 99,84 99,84 99,84
10. B.abortus bv. 9 str. C68 99,37 99,37 99,37 99,53 99,53 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 99,84 99,84 99,84
11. B.abortus biovar 1str.9-941 99,37 99,37 99,37 9953 9953 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 99,84 99,84 99,84
12. B. abortus S19 99,37 99,37 99,37 99,53 99,53 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 99,84 99,84 99,84
13. B. melitensis  biovar Abortus 99,37 99,37 99,37 99,53 99,53 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 99,84 99,84 99,84
14. B. pinnipedialis  82/94 99,53 99,53 99,53 99,69 99,69 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 100.00 100.00 100.00
15. B. suis strain 513UK 99,53 99,53 99,53 99,69 99,69 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 100.00 100.00 100.00
16. B. microti CCM 4915 99,53 99,53 99,53 99,69 99,69 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 99,84 100.00 100.00 100.00

CP007705.1 Brucella abortus bv. 9 str. C68

AMO040264.1 Brucella melitensis biovar Abortus 2308

CP009098.1 Brucella abortus strain ZW053

63 | omp25
AE017223.1 Brucella abortus biovar 1 str. 9-941
CP007765.1 Brucella abortus bv. 2 str. 86/8/59
52 CP009625.1 Brucella abortus 104M
CP000887.1 Brucella abortus S19
% CP007717.1 Brucella suis strain 513UK
. CP002078.1 Brucella pinnipedialis B2/94
CP001578.1 Brucella microti CCM 4915




pET TOPO vektor icermeyen BL21 pET TOPO vektor icerenBL21

O.saat 5. saat O.saat 5. saat

M S P S P S P S P

—

55 kDa
== ~ 4] kDa

36 kDa

Sekil 4.10 pET-TOPO102 vektorii igeren ve icermeyen BL21 (DE3) E. coli
konukc¢usundaki ekpresyon profili

4.9 Western Blot Analizi

BL21(DE3) E. coli konuk¢usunda ekspresyonu gerceklestirilen 41 kDa boyutundaki

Omp2S5 fiizyon proteininin varligr Western Blot yontemi kullanilarak His-probe

Antibody (H-3): sc-8036 antikorlar1 ile dogrulandi (Sekil 4.11).

M L
55kDa
=== ~4] kDa
36kDa
-~

Sekil 4.11 41 kDa biiyiikliglindeki Omp25 ifade edilmesi sonras1t Western blot analizi,
M: Protein markir; L: Lizat
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4.10 Saflastirma

Rekombinant Omp25 proteininin  C-terminal’ine eklenen 6 his-tag bdlgesi,
saflagtirmanin afinite kromatografisi ile yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Kolon
dolgu maddesi olarak polihistidin bolgesi ile etkilesimi bilinen nikel nitrilotriasetik asit
(Ni-NTA) agaroz kullanildi. Native ve denatiire sartlarda ayr1 ayr1 saflastirma yapildi.
Native sartlarda gerceklestirilen saflastirma isleminde elde edilen yikama (Y1, Y2, Y3)
ve eliisyon fraksiyonlarinda (E1, E2, E3, E4, E5) beklenen boyutta (41 kDa) protein
band1 gozlenmediginden (Sekil 4.12) denatiire sartlarda tekrar saflastirma yapildi.
Imidazol ve iire giderimi ve proteinin konsantre edilmesi i¢in ultrafiltrasyon ve diyaliz

metodlar1 uygulanda.

M FT. Y1 Y2 Y3 E1 E2 E3 E4 ES

55 kDa

36 kDa

Sekil 4.12 Kolon ile native sartlarda saflagtirilan rekombinant protein, M: Protein
markir; FT: Flow through; Y1: Yikamal; Y2: Yikama 2; Y3: Yikama 3; E1: Eliisyonl;
E2: Eliisyon 2; E3: Eliisyon 3; E4: Eliisyon 4; E5: Eliisyon 5
Denatiire sartlarda yapilan ilk saflastirmada protein kolona bagland1 ve eliisyon
fraksiyonlarinda proteine ait bant goriildii. Sekil 4.13’deki E1 ve E2 eliisyon
fraksiyonlarinin yiiklendigi kuyucuklarda istenilen proteininin yiiksek miktarda elde
edildigi ancak farkli molekiil agirlikli spesifik olmayan proteinin bantlarininda yogun

olarak bulundugu saptanmaistir.
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FT Y1 Y2 Y3 E1 E2 E3 E4 ES M

56 kDa

== ~4] kDa

36 kDa

Sekil 4.13 Kolon ile denatiire sartlarda saflastirilan rekombinant protein, M: Protein
markir; FT: Flow through; Y1: Yikamal; Y2: Yikama 2; Y3: Yikama 3; E1: Eliisyonl;
E2: Eliisyon 2; E3: Eliisyon 3; E4: Eliisyon 4; E5: Eliisyon 5
Literatiirde, denatiire edici kosullarda ortama hacimce %10 gliserol ilave edildiginde
spesifik olmayan proteinlerin Ni-NTA kolona tutunmasimin engellendigi belirtilmistir.
Bu bilgiden yola c¢ikilarak gergeklestirilen ikinci saflagtirma islemindeki (denatiire
sartlarda) yikama ve eliisyon fraksiyonlarma ait SDS-PAGE sonuglar1 Sekil 4.14°de
gosterilmigtir. Ellisyon fraksiyonlarinda Omp25 proteinine ait bant goriintiileri daha

yiiksek saflikta protein elde edildigini gostermistir.

M FT Y1 Y2 Y3 E1 E2 E3 E4 E5

55 kDa
¢ ~4] kDa

36 kDa

Sekil 4.14 Kolon ile denatiire sartlarda, soliisyonlarda %10 gliserol kullanilarak
saflagtirilan rekombinant protein

M: Protein markir; FT: Flow through; Y1: Yikamal; Y2: Yikama 2; Y3: Yikama 3; E1:
Eliisyonl; E2: Eliisyon 2; E3: Eliisyon 3; E4: Eliisyon 4; ES: Eliisyon

Denatiire sartlarda gergeklestirilen ikinci saflastirma islemindeki diisiik miktarda var
olan farkli molekiil agirlikli ve spesifik olmayan protein bantlarmin giderilmesi

amaciyla sonraki asamada ultrafiltrasyon ve diyaliz metodlar1 uygulanmistir (Sekil
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4.15). Sekilde goriildiigii gibi eliiantta (E) bulunan Omp25 proteinine ait bant
kalimlhiginin, hem ultrafiltrasyon (U) hem de diyaliz (D) orneklerinin yiiklendigi

kuyucuklarda azaldig1 gozlenmistir.

M E U E D

55 kDa

¢~ 41 kDa
36 kDa

Sekil 4.15 Ultrafiltrasyon ve diyaliz ile saflastirilan rekombinant protein SDS-PAGE
goriintiisii, M: Protein markir; E: Eliiant; U: Ultrafiltrasyon sonrasi jel goriintiisii; D:
Diyaliz sonrasi goriintiisti

4.11 Protein Konsantrasyonu ve Safliginin Degerlendirilmesi

Afinite kromatografi teknigi ile denatiire sartlarda elde edilen eliiant ile ultrafiltrasyon
ve diyaliz sonrasi elde edilen ¢6zeltilerin toplam protein miktar1t BCA protein tayin kiti
ile tespit edilmis ve sonuglar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir. Total protein miktarinin
tespiti calismasinda ticari olarak elde edilen rOmp25 proteini de analiz edilerek
karsilagtirilma yapilmis ve sonug¢ ayni tabloda gosterilmistir. BCA yontemiyle elde
edilen sonuglar, diyaliz ya da ultrafiltrasyon uygulamasi sonrasinda total protein
miktarinin 6nemli Ol¢lide azaldigim1 gostermis ve SDS-PAGE goriintiilerinde elde

edilen sonuclar1 dogrulamistir (Sekil 4.15).

Cizelge 4.2 BCA protein miktar tayini kiti ile elde edilen toplam protein sonuglari

Ornek Konsantrasyon Toplam hacim
Eliiant 2,36 mg/mL I mL
Ultrafiltrasyon 0,5 mg/mL I mL
Diyaliz 0,6 mg/mL I mL
Ticari rOmp25 1,97 mg/mL I mL
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Ayni orneklerin protein safligt SDS-PAGE yontemi kullanilarak tayin edilmis, sonuglar
ticari rOmp25 ile karsilastirilmali olarak Sekil 4.16’da gosterilmistir Ticari olarak satin
alman rOmp25 proteini N-terminal’inde 10xHis tag ve C-terminal’inde Myc-tag
bulundurmaktadir. Tahmini olarak beklenen protein agirlig1 27,8 kDa olmasina ragmen
jelde 32 kDa boyutunda protein bandi goriilmektedir. Bunun protein yiikiinden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir.

M E U T

55 kDa
==~ 4] kDa

36 kDa
¢~ 32 kDa

Sekil 4.16 Eldesi gergeklesitirilen rOmp25 ile ticari rOmp25°in safliginin
karsilastirildigi SDS- PAGE goriintiisti, M: Protein markir; E: Eliiant; U: Ultrafiltrasyon
sonrasi jel gorintiisii; T: Ticari rOmp25 goriintiisii
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bruselloz; kiiciik, Gram (-) kokobasilus olarak intraseliiler yasam yetenegine sahip
Brucella cinsi bakterilerin neden oldugu zoonotik bir hastaliktir. Bu hastalik,
hayvanlarda yavru atma ve azalan fertilite ile karakterizedir ve ayrica insanlarda dalgali
ates, artrit ve osteomyelit gibi semptomlarla birlikte kronik enfeksiyonlarla
karakterizedir [159]. Hastaligin tedavisine yonelik olarak hayvanlarda enfekte olanlarin
yok edilmesi veya enfekte olmamislarin asilanmasi uygulanirken, insanlarda ticari
olarak temin edilebilecek bir as1 olmadigindan uzun siireli yogun antibiyotik tedavisi
kullanilmaktadir. Bununla birlikte hayvanlarin korunmasina yonelik uygulanilan asilar,
canli ateniie asilar olup gebe hayvanlarda diislige neden olma, insanlar i¢in patojenik
olma, antibiyotiklere direngli olma ve lipopolisakkarid bazli serolojik testlerde capraz
reaksiyon dolayisiyla yanlis serolojik yanitlarin olusmasi gibi kisitlamalara sahiptir
[160]. Son yillarda yiiriitiilen birgok proje; Brucella proteomunda immiin proteomik
yaklagimlar kullanilarak yeni immiinojenleri tanimlamay1 hedeflemektedir [81]. Yeni
ast adaylarinin secimi ve iiretimi, yeni asilarin uygulanmasi yonelik temel pratik bir
yaklasim ve eradikasyon programlarinin da kose tasidir [62], [81]. Brucella tiirlerinin
dis membraninda lokalize olan ve {i¢ biiyiik gruba ayrilan proteinler immiinojenik ve
koruyucu antijenler olarak tanimlanmistir [62], [81]. Grup 3 proteinleri arasinda yer
alan ve yaklagik 25 kDa biiyiikliigiindeki Omp25, Brucella spp'nin major dig membran
proteinlerinden biridir [62]. Literatiirde, B. abortus Omp25 mutant1 ile enfekte edilen
farelerde hastalik virulansinin azaldigi gosterilerek bu bolgenin 6nemli bir virulans
faktorii olabilecegi rapor edilmistir [62]. Ayrica Omp25'in, B. suis ile enfekte insan
makrofajlarinda TNF-a liretimini inhibe ettigi tespit edilmistir. Yine Omp25 geninin

ektopik ekspresyonunun saglandigi Brucella suis’in insan makrofaj hattinda cesitli
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miRNA’lar1 (miR-155, -23b and -21-5p) upregiile ederek IL-12 iiretimini inhibe ettigi
belirlenmistir [17]. B. melitensis Omp25 proteini ile hazirlanan DNA agisinin farelerde
viriilan B. melitensis tehdidine kars1 koruyuculuk 6zelligi gosterdigi goriilmiistiir [ 146].

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak Brucella abortus biovar tip 3 straininden izole edilen ve
klonlanan Omp25 geni, iilkemizde biiyiikbas hayvanlara koruyucu amacli uygulanilan
B. abortus S19 asisina alternatif yeni bir rekombinant bir aginin tasarlanmasi i¢in aday

olarak kullanilmistir.

Bu tez calismasinda ilk asamada Erzurum i1 Gida Tarim ve Hayvancilik
Miidiirliigii’nden temin edilen endemik Brucella abortus biovar tip 3 straininin genomik
DNA izolasyonu yapilmis ve Omp25 gen bdlgesi uygun primerlerle polimeraz zincir
reaksiyonu ile bagarili bir sekilde ¢ogaltilmistir. Sonrasinda kiit uglu Omp25 amplikonu
hizli ve etkin bir sekilde vektore klonlamak ve ardindan E. coli’de T7 promotorii
kontroliinde ekspresyonunu saglamak igin Champion™ pET Directional TOPO®
Expression kiti kullamlmistir. Immiinolojik ¢alismalarda yiiksek diizeyde rekombinant
protein liretiminin 6nemi nedeniyle, Omp25 geni, fiizyon pET102/D-TOPO ekspresyon
vektoriinde klonlanmistir. Literaturde, Omp25 proteinin ekspresyon sonrasi sitozdlde
inkliizyon cisimcigi olusturdugu rapor edildigi i¢in proje sonucunda elde edilecek
rOmp25 proteinin ¢oziinilirliigiiniin artiritlmasi ve yiiksek saflikta elde edilmesi amaciyla
PET vektor sistemi tercih edilmistir. Bu sistem E. coli'deki rekombinant proteinlerin
klonlanmas1 ve ekspresyonu i¢in gelistirilmis en giiclii sistemlerden biridir. [159].
Klonlama i¢in tercih edilen pET102/D-TOPO vektor, ekspresyonu saglanan proteinin
dogrulanmas1 ve saflastirma asamalarinda kolaylik saglayacak peptid tagleri (N-
terminal’inde His-Patch thioredoxin dizisi ve bu peptidi daha sonra ayirmak i¢in proteaz
tanima bolgesi olan Enterokinaz kesim bdlgesi; C-terminal’inde ise V5, 6xHis tagleri)
iceren rekombinant fiizyon protein iiretimine olanak saglar. Bu vektorde yer alan
thioredoxin; maya, bitki, memeli ve bakterilerde bulunan, 11,7 kDa agirliga, fiizyon
partneri olarak kullanildiginda translasyon verimini ve bazi durumlarda ¢oziintirligii
artirdig1 bilinen bir proteindir. Ayrica bu protein, divalent katyonlara yiiksek afinitenin
saglanmas1 ve metal selatlama rezinleri ile saflastirilmanin kolaylastirilmasi icin
mutasyona ugratilmistir. Ilaveten bu vektdriin V5 ile 6xHis tagleri protein dogrulama ve
saflagtirma asamalarinda hem ilgili antikorlar hem de metal selatlama rezinler ile
kolaylikla baglanmasindan dolay1 ilgili prosesleri kolaylastirmaktadir. Bu vektore

klonlama reaksiyonunda, ligaz ve restriksiyon enzimlerinin kullanimina ihtiya¢ yoktur.
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TOPO klonlamada, bu sistem modifiye edilerek hizli ve etkin bir klonlama sistemi
gelistirilmistir. PZR ile ¢ogaltilacak gen i¢in primer tasarlanirken 5’ ucuna CACC dizisi
eklenir. Bu dizi TOPO® yiiklii orijinal zincirin 3’ ucundaki GTGG bolgesine
tamamlayicidir. S6z konusu orjinal zincir PZR iirlinline atak yaparak iriiniin vektore
dogru oryantasyonda eklenmesini saglar. Klonlama islemi sonrasi yapilan koloni PCR
ve plazmit sekanslama islemleri ile klonlamanin biitiinliigiinii dogrulanmustir. Ilgili
sekans tirlini BLASTn programi kullamilarak Brucella abortus referans susu ve diger
Brucella tiirlerinin Omp25 gen dizileri ile hizalandi. Clustal W programiyla yapilan
karsilastirma sonucuna gore endemik Omp25 gen dizilimi diger Brucella tiirlerinin
Omp25 dizileriyle olduk¢a benzerdir ve Brucella abortus referans susu ile %99
benzerlik gostermektedir. BLASTx programi ile aminoasit dizisinde ve a¢ik okuma
cercevesinde proteinin ii¢ boyutlu yapisini degistirecek herhangi bir farklilik olmadigi
da tespit edilmistir. Bu ¢alismada {ilkemiz saha strainine ait Omp25 gen bdlgesi ve
bundan elde edilecek rOmp25 proteinin literatiirde yer alan proteinden farkli olabilecegi
hipotezinde yer verilmis ve beraberinde endemik rOmp25 proteinin eldesinin
iilkemizdeki brusellozis eradikasyonunda daha basarili sonuglara ulagilmasinda biiytik
katkilar saglayacagi Ongoriilmiistiir. Ancak sekanslama sonuglart gostermistir ki;
ilkemiz Erzurum yoresine ait Brucella abortus biovar tip 3 straininin Omp25 gen
bolgesi literatiirde yer alan referans Brucella abortus straini ile ayni dizilime sahiptir.
Ilgili genin diziliminin ayn: olmasi bu bélgeden elde edilecek proteinin sekil ve
fonksiyonunun yoniinden de literatiirde yer alan referans Omp25 proteinin ile benzer

olacagini gostermektedir.

pET102+Omp25 {iriinii istenilen rekombinant protein iiretimi i¢in, T7 RNA polimerazi
iceren E. coli BL21 (DE3) susuna transforme edilerek IPTG ilavesiyle basarili bir
sekilde eksprese edildi. rOmp25 proteini; 25 kDa agirligindaki Omp25 proteini ve ilgili
vektorde bulunan 13 kDa agirligindaki thioredoksin proteini, 3 kDa'luk Histag ile
birlikte toplam 41 kDa’lik protein olarak elde edilmis ve sonu¢ SDS-PAGE de
goriintiilenmistir.  Elde edilen 41 kDa boyutundaki Omp25 fiizyon proteininin
dogrulanmasi amaciyla His-probe antikoru ile Western blot ¢alismasi gerceklestirilmis
ve sonu¢ dogrulanmistir.

Calismamizin en O6nemli basamaklarindan biri olan rOmp25 proteinin saflastirilmasi
asamasinda, bakteri kiiltiirlinden native ve denatiire sartlarda protein eldesi olmak iizere

iki farkli uygulama yapilmistir. Ahmed ve arkadaslarinin ¢alismasi [161] esas alinarak
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rOmp25 proteininin ¢oziiniir olabilecegi diislincesiyle native sartlarda gerceklestirilen
saflagtirma sonucunda eliisyon fraksiyonlarinda SDS-PAGE’ de beklenen molekiil
agirhgina karsilik gelen bant elde edilememistir. Ancak denatiire sartlarda
gergeklestirilen proses sonrasi SDS-PAGE’de istenilen bant godzlenmistir. Bundan
dolay1 c¢alismamizda elde edilen rOmp25 proteinin hiicre sitozoliinde inkliizyon
cisimcigi olusturdugu, c¢oziinlir Ozellikte olmadigi tespit edilmistir. Yousefi ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismalarda da benzer 6zellikte rOmp25 proteini elde etmislerdir
[159]. Denatiire edici sartlar altinda gerceklestirilen saflastirma ¢alismasinda eliiantta
yliksek miktarda rOmp25 yanisira spesifik olmayan proteinlerin de Ni-NTA kolona
tutundugu ve safsizlifa neden oldugu gozlendiginden denatiirasyon kosullarina hacimce
%10 gliserol ilave edilerek biiylik oranda bu safsizliklar giderilmistir. Denatiire
sartlarda elde edilen eliiantta bulunan imidazol ile iirenin ve gliserol kullanimi ile
uzaklastirllamayan proteinlerin (Mw<10 kDa) giderilmesi amaciyla diyaliz ve
ultrafiltrasyon yontemleri uygulanmistir. Islem sonrasinda elde edilen numuneler; SDS-
PAGE analizi ile ticari olarak satin alinan rOmp25 proteini ile karsilagtirmali olarak
degerlendirilmistir. BCA metodunda, denatiire sartlarda elde ettigimiz eliianttaki toplam
protein miktar1 2,36 mg/mL ve ticari Omp25 proteini de 1,97 mg/mL olarak tespit
edilmig, ancak diyaliz ve ultrafiltrasyon uygulamalarindan sonra toplam protein
miktarinda 6nemli bir azalma tespit edilmistir (sirasiyla 0,6 ve 0,5 mg/mL). Diyaliz ve
ultrafiltrasyon yontemlerinde 10 kDa’un altindaki molekiillerin gecisine izin verecek
por capina sahip materyal kullanildigindan belirli bir miktar protein kayb1 beklenilen ve
istenilen bir sonuctur. Nitekim c¢alismada kontrol grubu olusturmasi1 amaciyla her iki
yontemin alt sivilarindan alinan 6rneklerden yapilan BCA testi sonuglarinda, sirasiyla,
0,25 mg/mL ve 0,35 mg/mL protein tespit edilmistir. Ancak alt sivilarda tespit edilen
toplam protein miktar1 ile diyaliz ya da ultrafiltrasyon metotlar1 i¢in elde edilen toplam
protein miktar1 birlikte diisliniildiigiinde eliianttaki protein miktarina kiyasla 6nemli bir
kaybin oldugu goriilmektedir. Bunun sebebinin kullanilan yontemlerde iiretilen rOmp25
proteinin agregat olusturarak membrana yapismasi oldugu diisiiniilmektedir. Ilaveten,
dretilen rOmp25 (41 kDa) ve ticari rOmp25 (32 kDa-farkli tag tasiyor olmasindan
dolay1) proteinin SDS-PAGE yontemiyle yapilan karsilastirmasinda; bant profilleri,
gliserol uygulamali eliianttaki rOmp25 (41 kDa) proteinin bant kalinhiginin ticari
Omp25°ten daha yiiksek miktarda oldugunu ve daha saf oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak proje kapsaminda endemik rekombinant Omp25 proteini basarili bir

sekilde iiretilmis ve ticari rOmp25°ten ¢ok daha saf olarak eldesi basarilmistir. Elde
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edilen endemik rOmp25 proteininin iilkemiz brusellozis tant ve tedavisinde
kullanilabilmesi icin, ileriki calismalarda projelendirilmek suretiyle ast prototipi
gelistirilme ¢alismalari, immiinodiagnostik bir test araci olarak taniya yonelik
calismalar ve proteine spesifik anti-Omp25 monoklonal antikorlarinin eldesi

caligmalarinda kullanilmasi planlanmaktadir.
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