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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS MMAA4 PROTEINININ TUTUN
BIiTKiSINDE URETILMESI

YAHYA MOUMINE ALI

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Sezer OKAY

Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu tiiberkiiloz (TB), glinlimiizde de ¢ok sayida
insanin Sliimiine yol acan as1 ile Onlenebilir bir hastaliktir. BCG, TB’a kars1 kullanilan
tek onayli asidir, ancak bu asinin yetiskinlerde ve yaslilarda korunmasi yetersizdir. Yeni
etkili anti-TB asilar gelistirmek i¢in ¢aligmalar devam etmektedir. Bu ¢alismanin amaci,
M. tuberculosis’in viriilans faktorlerden biri olan ve immiin yanit1 tetikleme kapasitesi
gosterilen MmaA4 proteinini kodlayan geni tiitiin bitkilerine aktarmak ve rekombinant
TB asisinin gelistirilmesi icin MmaA4 antijenik proteininin tiitiin bitkisinde potansiyel
tretimini saglamaktir. Bu amagcla, M. tuberculosis mmaA4 geni pPGFPGUS+ vektoriine
klonlandi. Daha sonra pGFPGUS+mmaA4 ve kontrol grubu olarak sadece pGFPGUS+
plazmitleri Agrobacterium tumefaciens'e aktarildi. Rekombinant A. tumefaciens hiicreleri
araciligiyla tiitlin bitkileri transforme edildi. pGFPGUS+mmaA4 ile olusturulan
transgenik tiitlin bitkilerinde mmaA4 geninin varligt PZR yontemiyle dogrulandi.
Rekombinant MmaA4 proteininin transgenik tiitiinlerde iiretimini géstermek i¢in SDS-
PAGE ve Western blot analizleri gergeklestirildi ancak mmaA4 genini tasiyan ve
tasimayan transgenik bitkiler arasinda bir fark gozlenmedi. Transgenik tiitlinlerde
MmaA4 proteininin tiretiminin goriilmemesi, bakteri geninin bitkide ifade edilmesi i¢in

kodon optimizasyonu yapilmamasina baglanmigtir.

2020, 57 sayfa

Anahtar Kelimeler: MmaA4, Mycobacterium tuberculosis, tiitiin, transgenik bitki

11



ABSTRACT
MSc. Thesis

PRODUCTION OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS MMAA4 PROTEIN
IN TOBACCO PLANT

YAHYA MOUMINE ALI

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sezer OKAY

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis, is a vaccine-preventable
disease still causing deaths of numerous humans. BCG, is the only licenced vaccine
against TB. However, protection of this vaccine is insufficient among adults and elderlies.
The studies on new and efficient anti-TB vaccines are ongoing. The aim of this study is
to transfer the gene encoding MmaA4, a virulence factor of M. tuberculosis of which
capacity for immune response stimulation was shown, and to provide the potential
production of antigenic MmaA4 protein in tobacco plants for development of a
recombinant TB vaccine. Fort his purpose, M. tuberculosis mmaA4 gene was cloned into
pGFPGUS+ vector. Next, pPGFPGUS+mmaA4 and pGFPGUS+ only as a control group
were transferred into Agrobacterium tumefaciens. Tobacco plants were transformed via
recombinant A. tumefaciens cells. The presence of mmaA4 gene was verified via PCR in
transgenic tobacco plants transformed with GFPGUS+mmaA4. To show the production
of recombinant MmaA4 protein in transgenic tobaccos, SDS-PAGE and Western blot
analyses were performed. However, there was no difference between the transgenic plants
carrying mmaA4 gene or not. Inability to observe the production of MmaA4 protein in
transgenic tobaccos was attributed not to perform a codon optimization to express the

bacterial gene in plant.

2020, 57 pages

Keywords: MmaA4, Mycobacterium tuberculosis, tobacco, transgenic plant
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ONSOZ VE TESEKKUR

"Mycobacterium tuberculosis MmaA4 proteininin tiitlin bitkisinde tiretilmesi" baslikli bu
calisma 2019-2020 yilinda hazirlanmis ve Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisi'nde yliksek lisans tezi olarak sunulmustur. Bu ¢alismanin amaci,
Mpycobacterium tuberculosis'in virillans faktorlerinden biri olan MmaA4 proteinini
kodlayan geni tiitlin bitkisine aktarmak ve rekombinant antitiiberkiiloz asinin

gelistirilmesinde MmaA4 antijeninin tiitiin bitkisinde potansiyel liretimini incelemektir.

Oncelikle annem Hibo, babam Moumine, kardesim Adnan, kiz kardesim Neima ve her
zaman arkamda olan, bana destek olan ve bana yardimci olan kiigiik kardeslerime ve aile
tiyelerime tesekkiirlerimi sunarim. Onlar her zaman bana giivendi. Buraya baska bir
iilkeye geldigimden beri onlarin sevgi dolu sdzleri ve tavsiyeleri asla pes etmeme ve her

zaman bagimi dik tutmami sagladi, onlara kalbimle tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bana yardim etmeyi kabul eden danigsmanim, hayat 6gretmenim bana bu deneyimi
yasatan ve bana 6grenme ve akademik hayatimda daha ileri gitme firsat1 veren, her tiirlii
destegi gosteren ve bana her zaman rehberlik eden, diinyadaki tiim mutluluklar diledigim
Dog. Dr Sezer OKAY'a sonsuza kadar ¢ok tesekkiir ederim. Universite hayatimin
yonetiminde bana yol gosteren, zamaninin kisitli olmasina ragmen isimde bana yardime1
olan hocam Dr. Ogr. Uyesi Mehmet SEZGIN'e ¢ok tesekkiir ediyorum. Ayrica,
deneylerde yardimei olan Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Arastirma Gorevlisi

Ozgiin Firat DUZENLI’ye de tesekkiir ederim.

YAHYA Moumine Ali
Cankar1, Agustos 2020
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii raporuna gére, 2018 yilinda tiiberkiiloz (TB) goriilme siklig
yaklasik 10 milyon ve 6liim oranm1 1,2 milyondur. Kronik TB hastaligina Mycobacterium
tuberculosis (MTB) neden olur. MTB bakterileri, Robert Koch tarafindan 1882'de
kesfedilmistir (Koch 1982). HIV pozitif hastalarda immiin baskilama nedeniyle TB
6lumii sik goriiliir. Her ne kadar TB 6liimciil olabilse de 6nlenebilir. Yiiksek 6liim oranlari
son derece endise vericidir. Su anda, TB’un Onlenmesi i¢in sadece bir ticari asi
kullanilmaktadir. Bu, M. bovis'in zayiflatilmis bir susu olan Bacille Calmette Guérin
(BCGQG) asisidir. BCG asis1 ¢ocukluk hastaliklarinin 6nlenmesinde etkilidir, ancak 6nleme
daha sonraki yaglarda yeterli degildir (Agger and Andersen 2001). Bu nedenle,
yetiskinleri de koruyan yeni asilar gelistirmek gerekir. Son derece etkili rekombinant anti-
TB asilar gelistirmek i¢in yeni, yiikksek immiinojenik aday antijenlere ihtiyag
duyulmaktadir (Junqueira-Kipnis et al. 2014). MTB'nin viriilans faktorlerinden biri olan
MmaA4, tiasetazonun (TAC) aktivasyonu yoluyla bir immiin yanit tetikleme kabiliyetine

sahiptir.

Transgenik bitkiler, insan terapotik proteinlerinin iiretimi i¢in ilging sistemlerdir ve insan
proteinlerine esdeger terapdtik proteinler (biyoaktif proteinler) iiretebilir (Maheshwari
1995; Staub et al. 2000). Ek olarak, tiitiin, agir ve hafif zincir immiinoglobiilinlerin
iiretimi i¢in uygun bir ekspresyon sistemi olarak kullanilabilir. Ayn1 zamanda, bu tiir
sistemler, hayvan hiicre kiiltiirlerinden daha az riskli, daha diisiik maliyet ve diisiik bakim
gerektiren viral protein {iiretme avantajina sahiptir. Boylece bakteriyel ve viral
patojenlerin neden oldugu baz1 hastaliklara karsi korunmanin alternatif bir yoludur (Okay
2011). Boylece terapotik proteinler istenilen 6zellikte iiretilebilir ve degistirilebilir (Ward
2000). Bu ¢alismada, MmaA4 proteini kodlayan gen klonlanip daha sonra tiitiin i¢erisine
aktarilmistir. Ardindan, transgenik bitkilerin mmaA4 genini tasima ve MmaA4 proteinini

iiretme durumu kontrol edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Tiiberkiiloz

Mycobacterium tuberculosis, insanda tiiberkiiloza (TB) neden olan bir bakteridir ve iki
varyant: tanimlanmustir: insanlar1 enfekte edebilen, sigirlarda TB ajani olan M. bovis
(vakalarin %0.5') ve Afrika'da karsilasilan M. tuberculosis ve M. bovis arasinda bir ara
varyant olan M. africanum. M. tuberculosis viicuttaki tiim dokular1 enfekte edebilir, ancak

sadece pulmoner kontaminasyon epidemiyolojik agidan 6nemlidir.

Ortalama 1 hastanin yilda 10 kisiye TB bulastirdigi tahmin edilmektedir. TB, bir hastanin
konusma veya oksiirme gibi davranislart sonucu ortaya ¢ikan, havada asili kalan ve basil
tastyan ince damlaciklar araciligiyla saglikli kisiye bulasir. Bu damlaciklar teneffiis
edildikten sonra, bazi basiller pulmoner alveollere ulasir. Damlaciklar seklinde 5
mikrondan daha az olan aerosoller, hava silispansiyonu nedeniyle alveollere kolayca
ulagabilir. Bir enfeksiyonu takiben organlarda ciddi patolojik lezyonlar goriliir
(Nikiforuk 2000). Bagisiklik oncesi fazda, basiller alveolar makrofajlarda ¢ogalir. Bu
hiicre i¢i bakteriyel mikro koloni, enfekte olmus makrofajlarin lizisine ve daha sonra diger
makrofajlar ve enflamasyon hiicreleri tarafindan fagosite edilecek olan basillerin
salinmasina neden olur.

Hiicresel savunma, T-lenfositleri iceren bagisiklik savunmasi ile tamamlanmaktadir. Bu
bagisiklik fazi iki ila li¢ haftalik bir siireyi gerektirir ve su sirada gergeklesir: bazi izole
basiller ve fagosite edilmis basiller, ilk bulasic1 bolgeyi bosaltan lenf diiglimiine ulasir;
lenf nodunda T-lenfositler, reseptorleri yoluyla M. tuberculosis antijenleri ile etkilesime
girer. Bu hiicreler, lokal olarak ¢ogaldiktan sonra organizmada go¢ ederek enflamatuar
reaksiyonu tetikleyecekleri birincil bulasict odaga ulagir. Bu durum tiiberkiillerin
olusumuna yol agar. Birincil bulasict odak gerileyebilir veya tam tersine savunma

yeteneklerine bagl olarak genisleyebilir.

Cogu durumda, ilk odak ve uydu gangliyonunun olusturdugu birincil kompleks birkag ay
veya yil boyunca degismeden kalir, azalir veya soner. Az sayida vakada, birincil
kompleksin basilleri viicutta kan dolasimi1 yoluyla yayilarak herhangi bir doku ve organi

enfekte edebilir. Bu hematojen yayilim, ilk enfeksiyonu takip eden haftalarda ortaya



¢ikabilir, goriinmez kalabilir ve bagisiklik tepkisi onu kontrol eder ya da bir veya daha
fazla TB odagina ilerleyebilir ki bu asamadaki en tehlikeli form menenjittir.

Birkag¢ yil sonra bile, bir TB hastalif1 ortaya ¢ikabilir. Organizmanin savunmasinin
zayiflamasi nedeniyle yeni bir kontaminasyon olabilir veya birincil enfeksiyon basili
yeniden viriilan hale gelip enfeksiyona neden olabilir. Lezyonlarin olusumu birincil
enfeksiyon sirasindakiyle aynidir, ancak genistir. Akcigerlerdeki makroskopik ilerleme,
nodiil ve infiltrat olusumuna yol agar. En ilerici formlarda, kazeum sivilasarak
bronslardan diger organlara gecerek akciger disi tutulum gelisir. Bazi insanlarda ise

enfeksiyon TB’a doniismeyebilir (Engleberg et al. 2013).

Ozetle, TB enfeksiyonunda (birincil enfeksiyon) vakalarin %90'ida sessizdir. Olgularin
geri kalaninda TB semptomlar1 goriiliir; %5’ inde maruziyetten sonraki ilk bes yil i¢inde,

diger %>5'inde ise birkag on yil kadar bir aralik igerisinde hastalik ortaya ¢ikabilir.

2.1.1 Etiyoloji

TB, varligindan beri insan sagligini tehdit eden bir hastaliktir (Rieder 1999). 1650'de
onde gelen o6liim nedenlerinden biriydi. 1882'de Robert Koch yeni bir boyama teknigi
kullanarak TB bakterilerini tanimladi (Engleberg er al. 2013). TB, bir tiir mikobakteri
olan M. tuberculosis adli mikroorganizmanin neden oldugu farkli klinik belirtilere sahip

kronik, nekrotizan bir enfeksiyoz hastaliktir (Stead ef al. 1996).

TB’un etiyolojik ajani olan M. tuberculosis, Mycobacteriaceae ailesinin dahil oldugu
Actinobacteria sinifina ait bir bakteridir. Mycobacterium cinsi, esas olarak saprofitik ve
patojenik olmayan yaklasik altmis aerobik, hareketsiz bakteriden olusur. M. leprae ve M.
tuberculosis dahil olmak iizere sadece birka¢ci major patojenlerdir. TB basili
genomlarindaki delesyon olaylarindan kaynaklanan varyasyonlar sonucunda M.
tuberculosis kompleksi (MTBK) ortaya ¢ikmistir (Sekil 2.1). TB’dan sorumlu bakteriler
MTBK’de birlikte gruplandirilir (Cole et al. 1998). Bunlar arasinda insan TB’undan
sorumlu iki sus vardir: M. tuberculosis ve M. africanum. Diger MTBK {iyeleri hayvan
TB’undan sorumludur, sigirlarda M. bovis, ke¢i ve koyunlarda M. caprae, tarla

farelerinde M. microti ve yiizgegayaklilarda ve denizaslanlarinda M. pinnipedii (Smith et



al. 2009). MTBK iiyesi tiirler genetik olarak %85 ile %100 arasinda benzerdir, ancak
epidemiyolojileri farklidir. M. bovis'in neden oldugu insan TB’u vakalar1 pastorizasyonla
oldukga azaltilmis olsa da tehlike devam etmektedir (Gagneux 2012; Grange 1983). Son
zamanlarda, insan ve hayvan TB’undan sorumlu M. orygis susunun MTBK ne entegre
edilmesi Onerilmistir (van Ingen et al. 2012). M. canettii susu, MTBK’nin 6zel bir
durumudur. Cok sayida niikleotit dizi polimorfizmi bulunan M. canettii de insanlarda

enfeksiyona neden olan bir mikobakteridir. Diger MTBK

A/ﬁ.f.,_?—» M. canettii
dizi polimorfizmi

P or. 1, "ancestral” M, tuberculosis

.1, 0.0. Del)l
[ TbD 1 | gr. 1, 0.g. Delling }"modom'

Tiiberkiil basilinin

scn crtak atas: gr. 2, 0.9. COC18851 M. tuberculosis

QAR ALS LAGC

gr. 3, 0.0 MITRY

} M. africanum

Seal isolates
Oryx Isolates

Goaot isolatos

o M. bovis
classical"

BCG Tokyo

Brosch et al., Proc Natl Acad Sci U S A (2002), 99:3684-9 00 Pasteur

Sekil 2.1 M. tuberculosis kompleksinde yer alan tiirlerin filogenetik iliskisi. Insan
TB’undan (M. tuberculosis ve M. africanum) veya hayvan TB’undan (M. bovis, M.
caprae, M. microti, M. pinnipedii) sorumlu mikobakteriyel tiirler MTBK icinde
gruplandirilmistir (Brosch et al. 2002).

MTBK iiyesi tiim mikobakteriler doku veya balgamin mikroskobik incelemesi igin
kullanilan boyama teknigi (Ziehl-Neelsen boyama) nedeniyle “asit-fast” basiller olarak

adlandirilmistir (Brosch et al. 2002).

M. tuberculosis ¢ogu bakteriden daha yavas g¢ogalir, bu nedenle TB'nin evrimi,
enfeksiyondan haftalar hatta yillar sonra ortaya ¢ikabilir. M. tuberculosis aerobik bir
bakteridir, akciger dokusunda (6zellikle oksijen konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu

apekste) oksijenin az oldugu organlara gore daha iyi ¢ogalir (Frothingham et al. 1994).



Mycobacterium africanum

M. africanum bir MTBK ({iyesidir. Ekvator Afrika ve Afrika kitasinda insanlarda bulunan
M. africanum'un neden oldugu hastalik M. tuberculosis ve M. bovis'in neden oldugu
hastaliga benzer. M. africanum, Bat1 Afrika iilkelerinde en yaygin patojendir ve tiim TB
vakalarinin dortte birini olusturur (Desmond et al. 2004).

M. africanum sadece hava yoluyla insanlardan bulasabilir. Enfeksiyonun ilerleme
derecesi M. tuberculosis'e benzer, ancak bagisiklik sistemi hastaligin ilerlemesinde daha
az rol oynar. Bu nedenle, M. africanum endemik bir patojendir ve HIV ile enfekte

kisilerde goriilme olasilig1 daha yiiksektir (Skerman et al. 1980).

Mycobacterium bovis

M. bovis, MTBK’nin en genis konakg¢1 araligina sahip iiyesi olup hayvanlar1 ve bazen
insanlar1 enfekte eder. M. bovis'in kompleksin diger {lyeleri ile iliskili olarak
tanimlanmasi, fenotipik ve biyokimyasal 6zelliklere dayanmaktadir (Kubica et al. 2006).
M. bovis'in insanlarda ana bulasma kaynagi, pastorize edilmemis kontamine siit
tilkketimidir, ancak enfekte hayvanlarla dogrudan temas veya enfeksiydz aerosollerin hasta
hayvanlardan solunmasi1 kontaminasyona yol agabilir. Bir kisiden digerine gecis ¢cok nadir
olmakla birlikte, bagisiklig1 baskilanmis kisiler arasinda bir gecis oldugu dogrulanmastir.
Klinik ve patolojik 6zellikler M.bovis ve M.tuberculosis arasinda ¢ok yakindir ve sonug
olarak hastalarda onleme ve tedavi uygulama giicliigline neden olmaktadir (Aslan vd.

2009).

Mycobacterium microti

MTBK’nin diger bir liyesi olan M. microti, kii¢clik kemirgenlerde ve ¢ayir farelerinde
goriilen bir patojendir. M. microti ilk olarak 1930'larda tarla farelerinden izole edildi ve
as1 kokenli olarak kullanildi. Kompleks i¢inde kromozomal DNA'da delesyona ugramis,
spesifik bir bolgenin olmamasiyla tanimlanir (Smith et al. 2009). Bu patojen, lama ve
domuz gibi bazi memelilerde bulunmustur. Son ¢alismalara gore, insanlarda da tespit

edilmistir. (Gutierrez et al. 2005).



Mycobacterium canettii

M.canettii, ilk kez 1969 yilinda organizmaya adini veren Fransiz mikrobiyolog Georges
Canetti tarafindan bildirilen MTBK nin bir iiyesidir. Nadir TB vakalarina neden oldugu
ve genetik olarak M. tuberculosis atalaria yakin oldugu bilinmektedir. M. canettii, M.
tuberculosis'in ¢ok nadir ve piirlizsiiz koloni olusturan bir varyantidir ve genellikle
Afrika'daki hastalardan veya Afrika'ya seyahat edenlerden izole edilir. MTBK nin diger
tiyeleri ile 6zdes 16S rRNA dizilerini paylasmasina ragmen, M. canettii suslari, bazi
konservatif genlerin polimorfizmleri de dahil olmak {izere bir¢ok acidan farklilik gdsterir.
Kat1 ortamda M. tuberculosis kolonileri kuru, kaba ve burusuk, M. canettii kolonileri
mukozal ve yapiskandir. Siv1 bir kiiltiir ortaminda, birincisi bir halat seklinde kuvvetli bir
sekilde toplanirken ikincisi tamamen ayrilir. Sonug olarak, M. canettii, ayrintili genomik
analizi ile MTBK’nin evriminin daha iyi anlagilmasini saglayabilecek biiyiileyici bir

tiiberkiil basilini temsil eder (Brosch et al. 2002).

2.1.2 Tam

Diinya ¢apinda TB tanis1 genellikle balgam 6rneklerindeki bakterilerin mikroskop altinda
incelenmesine dayanan balgam yayma mikroskopisi yontemi ile yapilir. Asit-fast basil
(AFB) icin boyama, 1882'de Koch tarafindan kesfinden bu yana TB tanisinin temel tasidir
(Cambau and Drancourt 2014). Yayma mikroskopisi, Onemli tekniker egitimi
gerektirmesine ve zaman alic1 olmasina ragmen, diisiik teknik arag-gereg ihtiyaci ve ucuz
olma avantajina sahiptir. Yayma mikroskopisinin avantaji, en bulasict hastalari
tanimlayabilmesidir (Behr er al. 1999). Bununla birlikte, toplama siiresi, balgamin

islenmesi ve Ziehl-Neelsen boyamanin kullanilmasi bulagsma zamanin etkileyebilir.

TB tani teknolojilerinin gelistirilmesi sonucu TB i¢in molekiiler hizli tani testleri
kullanilmaya baslandi (Cizelge 2.1). Arastirma kosullarinin ve kapasitelerinin
tyilestirildigi {ilkelerde TB, kiiltlir yontemleri kullanilarak teshis edilebilir (Anonim
2019).



Cizelge 2.1 TB tani araglarinin hassasiyeti ve 6zgiinliigli (Cudahy and Shenoi 2016).

Tam araci Hassasiyet Ozgiinliik | Avantaj Dezavantaj
Semptom % 93'e kadar | Degisken Ucuz, kolay Duyarlilik ve 6zgiilliik
Taramasi degisken uygulama arasinda se¢im yapmak
gerekir, performans
degerlendirme kriterlerine
baglidir
Gogiis %73-95 %63 Bir¢ok Yorumlamak i¢in uzman
rontgeni merkezde gerektirir, uygulayicilar
uygulama, arasi yliksek degiskenlik
ucuz
Balgam %60 %95 Ucuz HIV koenfeksiyonunda
Mikroskobu zaman alici, diistik
hassasiyet
Kat1 Ortam Referans Referans Ucuz Onemli laboratuvar
Kaiiltirti standardi standardi altyapisi ve uzun siire
gerektirir
Interferon- %69-83 %5261 Balgam Aktif hastalik i¢in diigiik
gamma Salim gerektirmez performans
Testi IGRA)
Floresan %70 %95 Geleneksel Ozel ekipman gerektirir
mikroskobu mikroskopiden
daha ytiksek
hassasiyet ve
hiz
S1vi Ortam Kat1 Referans Kati ortamdan | Ozel ekipman ve yiiksek
Kiilttirt ortamdan standardi daha hizli egitimli teknisyenler
%10 daha ancak yine de
fazla slire uzundur
Polimeraz %10-100 %5-100 Hizli geri Pahali, degisken
Zincir doniis, cogu performans, yiiksek
Reaksiyonu oldukga egitimli personel
spesifiktir gerektirir
Xpert %89 %99 Hizl geri Oliim orani iizerindeki net
MTB/RIF donis, HIV olmayan etki
pozitiflerde iyi
performans,
orta fiyatli,
rifampin
direng testi
dahildir
Line Prob %6695 %99 Hasta Pahalidir
Testi (LPA) numuneleri

tizerine direkt
uygulanabilir




TB’lu kisilerin kesin tanisi, TB basili tanisi ile gosterilir. Bu tani uzun yillardir
mikroskobik inceleme ve kiiltiire dayanmaktadir. Kiiltiir testi sonuglari 2 ila 6 hafta i¢cinde
alindigindan ve mikroskobik incelemelerin duyarliligi diistik oldugundan, arastirmacilar
yillarca TB’u teshis etmek i¢in yeni, daha hassas yontemler gelistirmeye caligmistir
(Lisby 1999). TB’un ilk tanisi, saflastirilmis bir protein tiirevi kullanilarak tiiberkiilin deri
testidir. Test 48 ila 72 saat i¢inde okunur ve tiiberkiilin enjeksiyon bolgesinde 10
mikrondan daha biiyiik bir ¢apa sahip yuvarlak, sert bir yumru gelisirse test pozitiftir.
Ancak zayif bagisiklik sistemi olan AIDS hastalarinda sorun olabilir. Pozitif bir testten
sonra daha kesin sonugclar elde etmek i¢in gogiis rontgenleri, daha net sonuglar i¢in kiiltiir
biiylimesi veya serum analizleri gibi bagka muayeneler de planlanmalidir (Frothingham
et al. 1994). Kiiltiirlin biiylimesi kesin test olarak kullanilmasina ragmen, serumun
incelenmesi her zaman bakteri varligin1 gostermez. Kiiltiir biiylime testi, organizmanin

yavas biiylimesi probleminden muzdariptir.

2.1.3 Kontrol

Enfeksiyonun yayilmasini dnlemek i¢in hasta insanlarin toplumdan izole edilmesi TB’un
yayilmasini kontrol etmenin tek yolu olmustur. 1940'tan itibaren antibiyotiklerin ortaya
c¢ikist ve kullanimi1 TB’la yeterince savasmayr miimkiin kilmistir. Halen diinya capinda
onde gelen 6liim nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir, ancak gelismis iilkelerde

hastalik yaygin degildir (Todar 2008).

TB’u tedavi etmek icin kullanilan yaygin ilaglar arasinda izoniazid, rifampisin ve
streptomisin bulunur. Bakteriler ilaglara giderek daha fazla direng gosterir, bazen birkag

ilag birlikte kullanilabilir (Engleberg et al.2013).

Yasam standartlarindaki iyilesmeler, tibbi onlemler ve tani yontemleri TB ajaninin
yayilmasin1 kontrol etmeye yardimci olmustur. TB'nin yayilmasini dnlemede erken
tedavi anahtar faktordiir. Kisinin izolasyonu, hastaligin tedavi sirasinda ve O6zellikle

tedavinin erken asamalarinda yayilmasini 6nlemek icin gereklidir.

[lk sorun, hastaligin kontrol edilmesi icin ve genellikle gelismekte olan iilkelerde bir arag
kurulmasidir (Nikiforuk 2000). Ek olarak, TB’un 6nlenmesi i¢in pahal ilaclarin yoksul

ilkelerde elde edilmesi konusunda sorunlar, hastaligin ortadan kaldirilmasinin 6niindeki



engellerdir. Bacille Calmette-Guérin (BCG) asisinin kullanilmasi, akciger hasarinin
siddetini azaltmistir. As1 gogu iilkede TB’a kars1 kullanilmasina ragmen, ABD gibi bazi

ulkeler kullanilmamaktadir.

18. ve 19. yiizyillarda Avrupa {ilkelerinde ciddi salginlara ve oliimlere neden olan
hastalik, 20. ylizyilin basindan itibaren bagimsiz olarak azalmaya basladi. Ardindan,
hastaligin daha 6nce hi¢ ulagsmadig1 az gelismis iilkelerde bu hastalik yayilmaya basladi.
Yoksulluk, TB kontrol programlarinin uygulanamamas1 ve Ozellikle Afrika ve

Gilineydogu Asya'da HIV/AIDS salgini TB kontroliinii zorlagtirmaktadir (Rieder 1999).

2.2 Mpycobacterium tuberculosis

M. tuberculsosis, Prokaryot alemi, Firmicutes boliimii, Actinobacteria sinifi,
Actinomycetales takimi, Mycobacteriaceae ailesi ve Mycobacterium cinsine ait bir tlirdiir

(Zopf 1883).

Mycobacterium cinsi, insanlarda ve hayvanlarda ¢ok uzun siire tanimlanmis patojenlerdir.
Mikobakteriler mikroorganizmalardir ve genellikle spor veya kapsiil icermeyen gram
pozitif bakteriler, 6zel hareketsizlikleri, hafif kavisli, cubuk sekilli morfolojileri ve aside
kars1 direngleri olarak karakterize edilirler (Rastogi ef al. 2001). Mikroorganizmalarda
kapsiil olmamasina ragmen, hiicre duvarlarinda ¢ok karmagik lipitler bulunur ve
mikroorganizmanin ¢evre kosullarinin etkilerinden korunmasina yardimci olur, ayrica

Gram boyalarla boyanma olasiligini zorlastirir (Griffith 1999) .

M. tuberculsosis, 1-4 um uzunlugunda, 0,3-0,6 pum genisliginde, ince ve bazen hafif
kavisli, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, basil seklinde bir bakteridir (Sekil 2.2). Zorunlu
yavasg biiyiiyen aerobik, olumsuz kosullara karsi ¢ok direngli ve uzun siire canliligin
koruyabilen bir bakteridir. Asitlere ve bazlara kars1 dayaniklidirlar ve Gram boya ile
boyanmazlar. Ayrica uyku hali vardir ve hiicre i¢i patojenlerdir. Patojen boliinme siiresi
yaklagik 18 saattir. Bu nedenle, kat1 ortam kolonileri sadece 2-3 hafta i¢inde goriiniir hale
gelir. Kolonilerin kenarlari diizensizdir, yiizey piiriizlii ve kurudur (Sekil 2.3) (Cole et al.
1998). M. tuberculosis uzak aktinomisetler ile iligkilidir. Bir¢ok patojenik olmayan

mikobakteri insan florasinin normal bilesenleridir. M. tuberculosis iyi havalandirilan



akcigerlerin iist loblarinda bulunur. M. tuberculosis'in biiylimesi i¢in yumurta agar ortami
veya LoOwenstein-Jensen ortami kullanilir. Her iki ortamda da M. tuberculosis
yetistirildiginde, kii¢iik devetiiyli renginde koloniler olusturur. Her iki ortamda da
koloniler yaklasik 4 ila 6 haftada biiyiir (Todar 2008).

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp |———mmp——{ 2um
30.0 KV 3.0 15549x SE 74 O jhc .'

Sekil 2.2 M. tuberculosis’in elektron mikroskobu goriintiisii (Todar 2008).

Sekil 2.3 M. tuberculosis’in koloni yapis1 (Kubica et al. 2006).
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M. tuberculosis, havada bulunan mikro damlaciklarin solunmasi sonucu hava yoluyla
bulasir. Enfeksiyonun olugmasi i¢in minimum bakteri yiikii yeterlidir (Russell 2007).
Solundugunda, mikobakteriler, ¢evreleyen hiicrelerle etkilesime girecek ve konagin
bagisiklik tepkisini tetikleyecekleri pulmoner bolgeye ulasacaktir. Makrofajlar, dogustan
gelen bagisiklik tepkileri (hizli, spesifik olmayan ve kisa Omiirlii) ile adaptif bagisiklik

yanit1 (geg, spesifik ve kalic1) arasindaki kavsak noktasindadir.

M. tuberculosis, hiicre i¢inde ve makrofajlarda ¢ogalabilir. Viicut patojenle savagsmada
yetersiz kalirsa, M. tuberculosis lokal dokuyu ve hiicre i¢i ortami degistirerek kas
nekrozuna ve graniilom olusumuna neden olur. Cesitli mikobakteriyel enfeksiyonlar,
hiicre i¢i sinyal iletimini etkileyen makrofajlarda siklik AMP'nin (cAMP) patlamasina
neden olur. Bakteriyel patojenler, konake¢1 hiicrede ¢ogalmak icin enfeksiyon sirasinda
cok spesifik mekanizmalar gelistirmistir. Genel bir stratejiye gore, enfeksiydz ajanin,
konakge1 hiicreye giriste cAMP gibi molekiillerin sinyal iletimine dahil oldugu sdylenir.
M. tuberculosis, hiicredeki cesitli sagkalim mekanizmalarim1 kullanarak konakgi

organizmada fagosom olusumunu inhibe eder (Agarwal et al. 2009).

Genom dizisi ortaya c¢ikarilmis ilk M. tuberculosis susu H37Rv’dir. M. tuberculosis
H37Rv'nin genomu 4.411.529 baz ¢ifti (bp) ve yaklasik 4000 genden olusur (Sekil 4). M.
tuberculosis genomu, yaklagik 7 milyon bp kromozomu olan M. smegmatis gibi hizl
biiyliyen mikobakteri tiirlerinden daha kisadir. Bunun nedeni, hiicre i¢i ortamda genetik

izolasyon ve zaman iginde gereksiz genlerin kaybolmasidir (Brosch er al. 2000).

M. tuberculosis genomu, bu bakterinin benzersiz 0zelliklere sahip oldugunu gosterir.
200'den fazla gen, yag asidi metabolizmasini kodlayan enzimleri kodlamaktadir.
Bunlardan yaklasik 100" yag asidi p-oksidasyonunda gorev alirken, E. coli'nin yag asidi
metabolizmasinda rol oynayan sadece 50 enzimi vardir. Transkripsiyon ATG kodonu ile
baslar, ancak M. tuberculosis (%35), B. subtilis (%9) ve E. coli (%14)’de GTG ile de
baslayabilir (Cole et al. 1998). M. tuberculosis'in genomundaki yaklasik 4000 genden
525'1 hiicre duvar1 ve hiicresel islemlerde yer alir. 188 gen, diizenleyici proteinleri kodlar.
91 gen viriilans, detoksifikasyon ve adaptasyonda rol oynar. Bu genler dogrudan veya

dolayli olarak viriilansa karisabilir (Todar 2008).

11



M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Sekil 2.4 M. tuberculosis H37Rv genom yapisi (Cole et al. 1998).

M. tuberculosis genomu yiiksek oranda GC (%65,6) icerir, bunun nedeni Gly, Ala, Pro
ve Arg acisindan zengin proteinlerin ¢okga varligl, Lys ve Asn igeren proteinlerin diisiik
oranidir. Glisin bakimindan zengin proteinler, tekrarlayan yapiya sahip bir antijenik
varyasyon kaynagini temsil edebilir. M. tuberculosis bakterilerinin aerobik bir yasam
tarz1 vardir, ancak anaerobik ortamlara uyum saglamada metabolik bir potansiyeli vardir

(Brosch et al. 2000).

Cok sayida gen lipogenez ve lipoliz enzimlerinin sentezi ve ayrica tekrarlayan yapisi
prolinden olusan yeni tipte PE (prolin-glutamik asit) ve PPE (prolin-prolin-glutamik asit)
protein aileleriyle alakalidir. Bu yeni proteinlerin islevi su anda bilinmemektedir, ancak
bunlarin bollugu (genomun %10'unu kapsar) olas1 bir antijenik varyasyon kaynagi olarak
sunulmaktadir. Bu, M. tuberculosis biyolojisinde 6nemli bir rol oynadiklarini
gostermektedir (Cole et al. 1998; Delogu and Brennan 2001). Bu nedenle PE ve PPE

proteinleri, yeni tedavilerin gelistirilmesi i¢in potansiyel hedefler olarak kabul edilir.
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M. tuberculosis genomunun tigte biri, fiizyon ve tagima sistemleri dahil olmak iizere hiicre
duvarinin bilesenlerinin sentezine, ara metabolizmasina ve solunumuna ayrilmistir.

Bunlar genellikle bakteriyel viriilans ile iligkili enzimlerdir.

Farkli mikobakteri suglariin genomik yapisi, yapay bakteriyel kromozom teknigi (BAC)
kullanilarak ile belirlenir. Farkli Mycobacterium suslarinin karsilastirilmasi, degisken

alanlarin tam olarak tanimlanmasini miimkiin kilmstir.

M.tuberculosis ile mukayese edildiginde, M.bovis'te RD1, RD2, RD3 adli 3 delesyon
gozlemlenmistir. M. bovis BCG'de ise on bolge delesyona ugramis olup bunlardan iicii
M. bovis'te agiklananlarla aynidir, geri kalan yedisi RD4-RD10 olarak adlandirilmistir.
Diger suslardan M. africanum, bu acidan M. bovis'e gore M. tuberculosis’e daha yakin
iken, M. microti'nin bir ara yapist vardir. Delesyona ugrayan bolgelerin ilgi cekici
proteinleri kodladigi goriilmektedir. Bunlar arasinda, makrofaji istilasinda gorev alan bir
mikobakteri proteini olan invazin Mce, birka¢ fosfolipaz, PIcA, B, C ve D viriilans

faktorleri, PE, PPE ve ESAT-6 proteinleri sayilabilir.

Ardistk DNA kayiplar1 klonal genislemelere ve yeni konakgilara adaptasyonlara izin
vermektedir. Insan suslarma en ¢ok benzeyen hayvan suslarmn da patojenik olmas1 bu

hipotezi desteklemektedir.

Analiz edilen diger suslarla filogenik bir ¢ikarim yapilmistir. Bir Afrika tiirii olan M.
canettii, filogenetik agacta ¢ok eski bir ayrilmaya isaret eden ¢ok sayida polimorfizm
barindirir. Genel olarak, M. bovis'in genomu, M. tuberculosis genomundan daha
kiigtiktlir. M. africanum ve M. microti'nin genomlar1 ara pozisyonlarda bulunur. M. bovis
ise M. africanum ve M. microti'nin birbiri ardina ayrildig1 progenitdrden farklilagan son

elemandir (Sekil 2.1).

M. tuberculosis'in diger bakterilere gore daha genis bir protein ailesine sahip oldugu
bilinmektedir. Bu protein ailelerinin en ©6nemli biyolojik etkileri arasinda lipit
metabolizmasi, gen ekspresyonunun tasinmasi ve diizenlenmesi bulunmaktadir (Cizelge

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

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

TB basili, genomik dizisi sayesinde ihtiya¢ duydugu kendi aminoasitlerini, vitaminlerini
ve enzim kofaktorlerini sentezler (Brosch et al. 2000). M. tuberculosis hiicre duvarinda
bol miktarda lipit igerir. Cok az mikroorganizmanin M. tuberculosis gibi farkli lipofilik
molekiiller iiretebilen bir lipit metabolizmasi vardir. TB basilinde, lipit biyosentezinin
potansiyel aktivitesini kodladig1 bilinen iirlinlerden daha fazla gen vardir (Pym and Small
2006). M. tuberculosis, tedaviyi zorlagtiran bir¢ok antibiyotige dogal olarak direnglidir.
Bu direng esas olarak gecirgenlik bariyeri gorevi goren yiiksek derecede hidrofobik hiicre
zarindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, bircok potansiyel diren¢ markorii
genomda kodlanmistir. Bu direng mekanizmalar1 hakkindaki mevcut bilgiler sayesinde,
ilaglarin daha 1yi kullanim1 ve yeni tedavilerin gelistirilmesi saglanmaktadir (Cole et al.

1998).

M. tuberculosis'in hiicre duvar1 prokaryotlar arasinda benzersiz bir yapiya sahiptir ve
viriilansta 6nemli bir rol oynar (Todar 2008). TB basilinin hiicre duvar1 diger
bakterilerden ¢ok daha kalindir ve mikolik asitler ad1 verilen yiiksek oranda lipitleri igerir
(Brennan 2003). Hiicre duvarinin %>50'sini olustururlar. Mikolik asit, hiicrelerin
yiizeyinde gegirgenligi kontrol eden ve hiicre ¢evresinde bir lipit zarf olusturan hidrofobik
bir molekiildiir. Bakteriyi fagositik radikaller, lizozim ve oksijen gibi saldirilardan korur
(Todar 2008). Mikobakterilerin hiicre duvari yapisi karmasik bir yapidir ve gram (+) ve
gram (-) bakteri tiirlerinin hiicre duvari yapisindan oldukga farklidir (Sekil 2.5).
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MTB hicre duvan

Gram(t) bakten hiicre duvan Gram(-) bakeeni hicre duvan

Fosfollpit

Peptidoglikan
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Agil lipit

- g ™
4

L 78 Arabinogalaktan

Sekil 2.5 Gram (+), gram (-) ve mikobakteri hiicre duvar yapilar1 sematik gdsterimi

(Matee 2011).

Mikolik asitler arabinogalaktan molekiilleri yoluyla en igteki peptidoglikan tabakasina
baglanir. Mikolik asit, arabinogalaktan ve peptidoglikandan olusan bu saglam yapi
disarida yer alir ve mikobakteri hiicresini bir kalkan gibi sarar. Bu yapinin saglamligi
lipoarabinomannan, manofosfosinositid, serbest lipit ve polipeptitlerin dahil edilmesiyle

daha da gelistirilir (Sekil 2.6) (Brennan et al. 2003).

Ao ann
¢
L A X EEEE X 0000::
R A A A X EX R X IR N W
Mikolikasit 4 @ ¢ ¢ 4 ¢ ¢ & ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
00404000060 0000
0064040060 0600000
006400060 06006040
cotenste adsd
wonpand 850858 322221
I I I L I X I XIXIXX
ARRRNNINIININ]
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Sekil 2.6 M. tuberculosis hiicre duvari yapisi (Brennan et al. 2003).
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Bu kalin lipit bakimindan zengin hiicre duvarinin boyalarla renklendirilmesi zordur,
hiicrede mikroskobik inceleme i¢in uygulanan birgok boyanin gegisini 6nler. Bu nedenle,
mikobakterileri boyamak igin, diger bakteriler i¢in kullanilan boyama yontemlerine
kiyasla farkli boyama yontemleri kullanilir (Van-Deun et al. 2008). Mumsu kivami,
bir¢cok ila¢ molekiiliiniin hiicreye girmesini Onleyerek dogal direng olusturur. M.
tuberculosis'e kars1 etkili ilaglar ilk 6nce bu tabakadan kolayca ge¢melidir (Ryll et al.
2001).

Ozellikleri nedeniyle benzersiz olan TB basilinin yavas biiyiime hiz1 ve bilinen bircok
ilaca karst direnci, hiicre duvarmin disik gecirgenliginden kaynaklanmaktadir.
Lipitlerdeki zenginligin yam1 sira, hiicre duvarindaki gecis kanallarinin diger

bakterilerden daha az olmasi, diisiik gecirgenlikte rol oynar (Niederweis 2003).

2.3 Viriilans Faktorleri

Bilinen en Onemli insan patojenlerinden biri olmasina ragmen, M. tuberculosis'in
patojenitesi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. 1890'larda Robert Koch, TB basilinin
toksin tretmedigini gosterdi. Bugiin, hastaligin patolojisine bakildiginda, konagin
bakteriyel antijenlerin bircoguna karsi hiicre aracili bir bagisiklik yanit1 ve enflamatuar

tepki gelistirdigi bilinmektedir (Pym and Small 2006).

M. tuberculosis viriillans1 olaganiistii karmasik ve ¢ok yonliidiir. Bakteri dogal olarak
toksin iiretmemesine ragmen, biiytik bir viriilans repertuarina sahiptir. MTB'nin viriilans
faktorleri genellikle 2 gruba ayrilabilir: proteinler ve hiicre duvarinin bilesenleri.

M. tuberculosis, bakteriyel patojenler arasinda benzersizdir, ¢linkii hiicre yiizeyinde ¢cok
cesitli kompleks lipitler ve lipoglikanlara sahiptir (Converse et al. 2003). Hiicre duvarinin
bu o6zel lipitlerinin patogenezde onemli bir rol oynadig:i bilinmektedir; bu nedenle

biyosentez ve taginmadan sorumlu genler viriilans faktorleridir.
Mikolik asitler, mikobakteriyel sagkalim ve biyofilm olusumu i¢in gereklidir (Portevin et

al. 2004; Ojha et al. 2005). Mikolik asitler tiim mikobakteriyel tiirler i¢in ortak bir 6zellik

olmasia ragmen, M. tuberculosis ayrica hiicre zarfinda bulunan ¢ok sayida kompleks
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lipid ve glikolipit ile karakterizedir. Bu lipitler ve glikolipitler hiicre zarfi ile gevsek bir
sekilde iligkilidir ve bu nedenle konak¢inin bagisiklik tepkisini modiile edebilir veya
patojen i¢in enfeksiyon durumu sinyalleri olarak islev gorebilir.

Bagisiklik sistemi MTB bakterilerini kolayca tanimayabilir ve onu ortadan kaldiracak
kadar reaksiyon gdstermeyebilir. Hiicre duvarindaki yiiksek lipit konsantrasyonu,
antimikrobiyal ajanlara, hiicre i¢i ve hiicre dig1 ortamda asit ve alkali bilesiklerin dldiiriicti

etkisine ve ayrica lizozomlarin ozmotik lizisine direng saglar (Niederweis 2003).

Fenolik glikolipitlerin varlig1 immiinosupresyon (Reed et al. 2004) ve sulfolipitler saglar,
makrofajlarin enfektivitesini arttirir, IFN-gama tarafindan primingi engelleyerek
makrofajlarin aktivasyonunu degistirir (Pabst ez al. 1988). Kordon faktérii (trehaloz 6,6
dimikolat), M. tuberculosis'in viriilansi ile iligkili, memeli hiicrelerinde toksik bir ajan ve

inhibitor olarak islev goren bir glikolipiddir (Todar 2008).

M. tuberculosis, fagositoz sirasinda iiretilen oksijen radikallerinin toksik etkileriyle ii¢
mekanizma ile savasabilir: 1) Glikolipit igeren bilesikler oksidatif sitotoksik
mekanizmay1 diizenler. 2) Makrofajlarin tamamlayici reseptorler araciligiyla emilmesi,
bir nefes patlamasinin aktivasyonunu atlayabilir.3) Oksidatif patlama, katalaz ve enzim
stiperoksit dismutaz {iretimi ile inaktive edilebilir. Antijenik kompleks M. tuberculosis
tarafindan salgilanan bir protein grubudur. Bu proteinler bakterilerin hastaliga neden olan

mekanizmasina katkida bulunur (Cole et al. 1998).

M. tuberculosis'te, viriilansa bagli genler, genin etkisiz hale getirildigi suslarin hayvan
modellerinde hastalik olusturma durumlarina gore belirlenmektedir (Pym and Small
2006). M. tuberculosis’in viriilans faktorleri, bilinen veya beklenen fonksiyonlara gore

gruplandirilir (Sekil 2.7) (Smith 2003).

17



AG

PG
cM

Sekil 2.7 M. tuberculosis hiicre duvar1 yapisinda bulunan hiicre yiizey proteinlerinin

sematik gosterimi (Forrellad et al. 2012).

2.4 MmaA4 (Mikolik asit metiltransferaz)

M. tuberculosis uzun siireli hayatta kalma yetenegine sahip, hiicre i¢i insan patojeni
olarak, bu basarisindan biiyiik 6l¢lide sorumlu olan yiiksek derecede hidrofobik bir hiicre
zarfinin varligy ile ayirt edilir (Brennan and Nikaido 1995; Daffe and Draper 1998).
Mikobakteriyel suslarin lipit hiicre zarfi, hiicrenin kuru agirliginin %601 kadar olabilir
(Brennan and Nikaido 1995). Hiicre zarfi, mikolik asit olarak adlandirilan, daha diisiik bir
arabinogalaktan tabakasina baglanan son derece uzun zincirli yag asitlerini igerir (Kremer

et al. 2000; Takayama et al. 2005).

M. tuberculosis'teki mikolik asitler, uzun bir alfa-alkil yan zinciri olan B-hidroksi yag
asitleridir ve ii¢ tipi bulunur: alfa, metoksi ve keto mikolik asitler (Sekil 2.8) (Asselineau
and Ledrer 1950). En bol formu alfa mikolik asitlerdir (>%70), metoksi ve keto-mikolik
asitler kiiclik bilesenlerdir (%10 ila 15) (Qureshi et al. 1978). M. bovis BCG as1 susu,
benzer bir mikolik asit profiline sahiptir, ancak metoksi mikolatlar1 yoktur. Hiicre duvari
lipitleri, 6zellikle mikolik asitlerin sentezi, mikobakterilerin in vivo hayatta kalmasi i¢in

gereklidir.
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Rv0642c¢ olarak da bilinen MmaA4, Mycobacterium ailesinin hiicre i¢i proteinlerinin bir
tiyesidir. 906 b¢ uzunlugundaki mmaA4 geni, 301 amino asit uzunlugunda ve 34.6 kDa
molekiil agirhigina sahip bir proteini kodlar (Sekil 2.9-2.10). M. bovis'te de bir benzeri
mevcuttur ancak BCG suslari, metoksi-mikolik asitleri {iretme kapasitelerinde farklilik
gosterir (Minnikin et al. 1983). Metoksi-mikolik asitlerin varligi, hidroksikolik asit

onciilerinin O-metilasyonunu katalize eden MmaA3'e baglidir (Yuan et al. 1998)

e}
I

Merkezden Proksimal

Alfa Mikolik Asit Uzak NN o
OH

OH
OCHj B
Metoksi Mikolik Asit o
QCHg trans
OH

o
Keto Mikolik Asit <o
o]
11 trans
OH

Sekil 2.8 M. tuberculosis'in mikolik asitlerinin kimyasal yapilari (Takayama et al., 2005).

atgacgagaatggccgagaaaccgattagcccaaccaagacacggacacgcttcgaagacatccaagecgcactacga
cgtctccgatgatttcttcgeccctgttccaggacccgacccgaacttacagetgtgectacttcgageccaccggagce
tcacgctcgaagaagcccaatacgccaaggtcgacctcaacctggacaagectggacctcaagecgggcatgacgetg
ctggacattgggtgcggttggggcaccaccatgaggecgegecgtcgageggttcgacgttaacgtcatcggectgac
gttgtccaagaaccagcacgcccgectgecgagcaagtgetggettcgatcgacaccaaccgectcacgtcaagtgetge
tgcaaggctgggaggatttcgccgaacccgtcgaccggattgtgtcgatcgaageccttcgagecacttcgggecacgag
aactacgacgacttcttcaagcggtgtttcaacatcatgcccgeccgacggeccggatgaccgtccagagcagegtcag
ctaccacccctacgagatggcggcccgeggtaagaagectgagettcgagacggegegtttcatcaagttcatcgtca
ccgagatatttcccggecggeccgectgecgtccaccgagatgatggtcgaacacggecgagaaggecggtttcaccgtce
ccggagccgctctecgttgecgeccgecattacatcaagacgctgeggatctggggggacacgetgecagtccaataagga
caaggccatcgaggtcacctccgaagaggtctacaaccgctacatgaagtatttgegtggectgegagcactacttca
ccgacgagatgctcgactgcagecctggtgacctacctcaagececgggtgecgeggectaa

Sekil 2.9 M. tuberculosis H37Rv mmaA4 geninin niikleotit dizisi (Anonim 2020a).
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MTRMAEKPISPTKTRTRFEDIQAHYDVSDDFFALFQDPTRTYSCAYFEPPELTLEEAQYAKVDLNLDKLDLKPGMTL
LDIGCGWGTTMRRAVERFDVNVIGLTLSKNQHARCEQVLASIDTNRSRQVLLQGWEDFAEPVDRIVSIEAFEHFGHE
NYDDFFKRCFNIMPADGRMTVQSSVSYHPYEMAARGKKLSFETARFIKFIVTEIFPGGRLPSTEMMVEHGEKAGFTV
PEPLSLRPHYIKTLRIWGDTLQSNKDKAIEVTSEEVYNRYMKYLRGCEHYFTDEMLDCSLVTYLKPGAAA

Sekil 2.10 M. tuberculosis H37Rv MmaA4 proteininin aminoasit dizisi (Anonim 2020a).

mmaA4 geninin bulunmadigr hiicrelerde, mikoitlerin paterninde biiyiik bir farklilik
nedeniyle hiicre zarfinin gecirgenliginde ve akiskanliginda bir azalma meydana gelir.

MmaA4'in inaktivasyonu tiasetazona giiglii diren¢ kazandirir.

Alfa-mikolatlarin proksimal siklopropan dongiisiiniin baskilanmasi, enfekte olmus
farelerde uzun siireli kaliciligi etkiler (Glickman er al. 2000). Ek olarak, keto ve
metoksikolatlarin baskilanmasi, fare enfeksiyonu modelinde mukabil M. tuberculosis
mutant susunun sinirlt biiylimesiyle sonuglanir (Dubnau et al. 2000). Viriilans ve
patojenisite ilizerindeki ciddi etkilere ek olarak, mikolatlarin yapisal ve kantitatif
varyasyonlari, hiicre zarfinin ¢oziinenlere gecirgenligi agisindan ¢ok dnemli biyolojik
Ooneme sahip olabilir (Liu et al. 1996; Jackson et al. 1999; Dubnau et al. 2000; Gao et al.
2003). Bu nedenle, mikolatlarin kimyasal modifikasyonlarinda yer alan enzimlerin yap1-
islev iligkilerinin incelenmesi 6zel dikkat gerektirir. Bu, ¢oklu ilaca direngli suslar dahil
olmak iizere M. tuberculosis i¢in yeni, daha etkili anti-TB ilaglariin bulunmasina

yardimei olacaktir.

2.5 Asi1 Gelistirme ve As1 Tipleri

Insanlarda ve hayvanlarda humoral ve hiicresel yollarin aktif bagisikligini uyararak
enfeksiyonlara kars1 koruma saglayan biyolojik maddelere as1 denir (Kocagoz 2014). Asi
birkag yiiz y1l boyunca uygulandi, ancak modern anlamda asilama ilk defa 1796'da ¢igek
hastaligindan muzdarip bir ¢ocuk tlizerinde Edward Jenner tarafindan gergeklestirildi.
Daha sonra Louis Pasteur, kuduz veya kolera gibi ¢esitli hastaliklara karsi bircok asi

iireterek asilamanin ikinci kurucu babasi oldu.
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Bu uygulama su anda bilimsel, etik, politik, tibbi giivenlik, dini ve diger nedenlerden
dolay1 kurulusundan bu yana pek cok tartismaya neden olmaktadir. Bu elestirilere
ragmen, Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore asilamayla 2003 yilinda 2 milyondan fazla
Oliimiin 6nlendigi tahmin edilmektedir (Anonim 2020b). Viicudun bagisiklik yanitini
uyarmak agilamanin temelidir. Asilar, dogal bagisiklik tepkisini uyararak ve antijen sunan
hiicreleri aktive ederek patojene karsi koruyucu bir bagisiklik tepkisi olusturur (Di
Pasquale 2015). Asilar etkili olmali, uzun siire bagisiklik saglamali, dayanikli olmali, tek
bir dozla yeterli bagisiklik saglamali, yan etkisi olmamali ve toksik olmamali, ucuz

olmali, bulunmasi kolay, giivenilir olmalidir (Klegerman 1992).

[k asilamalar zayiflatilmis bir patojeni as1 olarak uygulayarak bir hastaliga kars1 insanlari
immiinize etmekten ibaretti, ancak su anda birkag as1 tiirii bulunmaktadir (Nizar 2009)

(Anonim 2020c¢).

2.5.1 Canh asilar

Canli zayiflatilmis asilar, genellikle hastaliga neden olmayacak sekilde patojenik
giiclerini kaybeden mutasyona ugramis viriis veya bakteriyel patojenlerden olusur. Bu as1
tiirli hastaliklara kars1 bagisiklik kazanmada ¢ok etkilidir. Canli bulasici ajanlar igeren bu
asilar hamile kadinlarda ve zayiflatilmig viriilanslart nedeniyle immiin sistemi
baskilanmis insanlarda kontrendikedir. Canli zayiflatilmis asilar, imalat ve iiretim
kosullarindan dolay1 en ¢ok kullanilanlardir. Ayrica dogal bagisikliga yakin bagisikliga
neden olurlar. Koruyucu hiicreleri (B ve T lenfositler) aktive ederek dogal bagisiklik ile
ayn1 semptomlara neden olurlar. Bu tip bir as1 ile tek bir doz kullanilarak kesin ve etkili
bir immiin yanit elde edilebilir. Patojenin tersine ¢evrilmesi, tekrar patojenik hale
gelebilmesi ve boylece ¢ocuk felci viriistinde oldugu gibi kisiler i¢in zararli olma olasiligi

vardir (Anonim 2020d). Giinlimiizde TB’a kars1 kullanilan tek lisansh asi, M. bovis’in

zayiflatilmasiyla elde edilen canli BCG asisidir.
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2.5.1.1 BCG Asisi

1900'de Albert Calmette ve Camille Guérin, Lille'deki Institut Pasteur'da TB asis1 i¢in
arastirmalarma bagladilar. Bir gliserin ve patates ortami iizerinde tiiberkiil basilini
biiyiittiiler, ancak basilin homojen bir siispansiyonunu {iretmenin zor oldugunu buldular.
Bir araya toplanma egilimlerine karst koymak i¢in, ortada sigir safras1 eklemenin etkisini
denediler ve slirpriz bir sekilde, altkiiltiiriin viriilansta bir azalmaya yol actigini belirttiler.
Bu tesadiifi gézlem, zayiflatilmigs TB basilinden bir as1 iiretimi i¢in uzun vadeli bir proje
yiirlitmelerine neden olmustur (Calmette 1922). 1908'de, Nocard tarafindan saglanan
viriilan bir sigir TB susunu (baslangigta 1902'de bir TB inegin memesinden izole edildi),
safra, gliserin ve patates ortamlarinda yetistirdiler, sonra yaklasik {i¢c haftalik araliklarla
alt kiiltiir yaptilar. 11 yi1l boyunca gergeklestirilen yaklasik 230 alt kiiltiirden sonra,
1919'da kobay, tavsan, sigir veya atlara enjekte edildiginde ilerleyici TB tiretmeyen bir
TB basili elde edildi. Guérin'in 6nerisiyle, Bacille Bilie Calmette-Guérin adi onerildi;
daha sonra "Bilie" yi atladilar ve BCG dogdu (Calmette 1922). 1921'de Calmette, insan
asisinin uygulama zamaniin geldigine karar verdi. BCG'nin ilk insan uygulamasi,
Paris'teki Charité hastanesinde Raymond Turpin’in destekledigi Benjamin Weill-Halle
tarafindan gerceklestirildi. Bir kadin saglikli bir bebek dogurduktan birka¢ saat sonra
TBdan o6ldii. 18 Temmuz 1921'de Weill-Halle ve Turpin bebege oral dozda BCG
uyguladilar. Istenmeyen sekeller yoktu. Oral yol segildi ¢iinkii Calmette gastrointestinal
sistemi tliberkiil basili ile normal enfeksiyon yolu olarak kabul etti. Weill-Halle daha
sonra diger bebeklerde subkiitan ve kutandz yollar1 denedi, ancak lokal reaksiyonlar

ebeveynler tarafindan tartigildi ve bu nedenle oral yontem devam etti.

1940'larin sonlarinda, TB’a karst korunmada BCG'nin yararli olduguna dair kanitlar
sunan ¢esitli calismalar ortaya ¢ikmistir. TB, Ikinci Diinya Savasi sonrasinda énemli bir
endise haline geldi ve BCG kullanimi tesvik edildi. Ozellikle UNICEF ve Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan tesvik edildi. BCG, Birlesik Krallik'ta ergen TB hastalar1 icin
rutin olarak tavsiye edilirken, ABD'de rutin kullanim i¢in 6nerilmedi, ancak kullanim baz1
yiiksek riskli popiilasyonlarla smirliydi. Diinyanin biiyiik bir kismi1 Avrupa ve DSO
ornegini izledi ve g¢esitli programlara gore (6rnegin dogumda, okula giriste, okul

¢ikisinda) sistematik BCG asilamasi yapildi.
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BCG asis1, TB basilinin yaptig1 gibi T lenfositleri ve buna bagli olarak makrofajlar1 aktive
ederek TB’a karst bir immiin yanit gelistirir. BCG asist olan bireylerde yine de
reenfeksiyon olabilmektedir. Ancak daha 6nce asinin olusturdugu immiin yanit nedeniyle
bu basiller akcigerlerde smirlanmaktadir. BCG asis1, bebekleri %80-90 oraninda
korurken erigkinlerde bu oran %50°dir. Asinin eriskinlerde tam korumasi yoktur fakat
hastaligin viicuda yayilmasimi engellemektedir (Gokgay vd. 2000). BCG asisinin
saglamis oldugu bagisiklik siiresi belli degildir. ilerleyen yaslarda korumanin azaldigi,
asillamanin ardindan bagisikligin 20 yil gibi bir zaman zarfinda kayboldugu tespit

edilmistir (Aronson et al. 2004).

Asidan sonra goriilen komplikasyonlar, asinin dozuna, asilama yeri ve derinligine,
asilanan kisinin yasina, bagisiklik sistemini 6zelligine bagh olarak gelismektedir (Kiter
ve Ucan 2001). Yapilan yeni as1 calismalarindaki hedefler belirli basliklar altinda
toplanmistir. Bunlarin basinda, i) BCG’den daha etkili ve uzun siireli bagisiklik
saglanmasi, 1) addlesan ve erigkinlerde akciger TB gelisiminin engellemesi, iii) enfekte
olmus kisilerde hastalik gelisiminin engellemesi, iv) etkili bir immiinoterapotik asi
gelistirerek tedavi uygulamalarinda azalma saglanmasi, v) BCG ile asili kisilerin de yeni
as1 ile korunabilmesi, vi) HIV’le enfekte kisilerde de emniyetle kullanilmas1 gelmektedir
(Martin 2005).

Hala BCG’nin yerini alabilecek veya BCG ile birlikte kullanilabilecek asi ¢aligmalar
devam etmektedir. Bunlar, canli olmayan ve canli asilardir. Canli olmayan asilar,
yenilebilir ve altbirim agilar, DNA asilar1 iken canli asilar, atteniie M. tuberculosis,
rekombinant BCG’dir (Lin and Ottenhoff 2008). TB hala AIDS’den sonra gelen dliimciil
bir hastalik olmaya devam etmektedir. Bu nedenle, BCG asisinin yerine daha iyi bir a1
gelistirmek veya BCG asisin1 gelistirmek i¢in ¢alismalar baslatilmistir (Brennan et al.

2007).

1950-1975 yillar1 arasinda TB hastaligina karst yapilan as1 calismalarinda, M.
tuberculosis'in g¢esitli hiicre duvar1 ya da inaktive edilmis bilesenleri kullanilmis olup
bircok calismada BCG'ye esdeger veya BCG'den daha iyi koruma potansiyeli oldugu

belirtilmistir. Ancak, baz1 ¢alismalardaki spesifik olmayan bir enflamasyon cevabindan
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dolay1 bu as1 adaylariin uzun siireli koruma potansiyelleri sorgulanmistir (Agger and

Andersen 2001).

En umut verici stratejiler arasinda yenilebilir asilar olarak bilinen antijenleri tasiyan
bitkisel asilar bulunmaktadir. Mevcut asilara kiyasla 0Ozgiilliik, gilivenlik ve kolay

bulunabilirlik gibi 6zelliklere sahiptir.

2.5.2 inaktif asilar

Inaktif asilar, kimyasallar veya 1s1 ile denatiire edilmis veya 6ldiiriilmiis hastalik yapici
etkeni igerir. Canli asilara gére daha giivenlidirler. ik doz genellikle koruyucu bagisiklik
saglamaz, bagisiklik sistemini hazirlar (Ada 2003). Tiim inaktif asilar hamile kadinlarda
ve immiin sistemi baskilanmig bireylerde kullanilabilir. Etkili olmasi i¢in, inaktif asilarin
bir adjuvan ile birlestirilmesi gerekir. Yardimci maddeler, antijenleri enjeksiyon
bolgesinde yeterince uzun siire tutmak ve bunlarin giderilmesini kolaylastirmak i¢in
tasarlanmistir. Luis Pasteur inaktive edilmis (6ldiiriilmiis) mikroorganizmalarin as1 olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Adams et al. 2011). Zayiflatilmig asilara gore bu asilar

onemli dlgilide yliksek dozlar halinde ve daha sik uygulama gerektirmektedir (Ada 2003).

2.5.3 Alt iinite asilar

Alt birim asilar genellikle, hepatit B veya tetanos asisinda oldugu gibi bulasict ajanin bir
kismii igerir. Bu as1 tipine alt birim asilar denmesinin nedeni viral partikiiller,
fraksiyonlu enfeksiydz ajanlar, detoksifiye toksinler, hiicre membrani (bakteriyel veya
viral proteinler) igermesidir. Kapsiiler antijenler ise (pndmokoklarin veya

meningokoklarin polisakaritleri) birkag basit sekerden olusan karbonhidratlardir.

Bazi bakterilerin yiizeyinde bulunan polisakkaritler, bakterilerin patojenik potansiyelinde
rol oynar. Genellikle menenjit asisinda oldugu gibi tastyici proteinlerle konjuge edilirler.
Tek bir doz as1, belirli hastaliklar i¢in bagisiklik sistemini aktive edemez, bu nedenle repel

dozlarin veya konjuge asilarin kullanilmas1 gerekmektedir.
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2.5.4 Yenilebilir asilar

Son yillarda, yenilebilir asilar giindemde yerini almistir. Daha verimli olmalari, ayn1
zamanda daha ucuz olmalari gibi avantajlari ile bir firsat olarak kabul edilirler. Yenilebilir
asilar, bitkilere ve onlarin liriinlerine dayali agilardir. Bitkiler genetik olarak genellikle bir
plazmit ve Agrobacterium tumifaciens yardimi ile transgenez yoluyla veya biyolojik
olarak bombardiman yoluyla degistirilir ve bagisiklik sisteminin reaksiyonunu

tetikleyebilecek zararsiz bakteriyel/viral proteinleri tagir (Mason and Arntzen 1995).

Yenilebilir agilara dayali asilar agiz yoluyla kullanilir. Viicuda girebilmesi i¢in yiyecekler
yutulmalidir. Asilarin viicut igerisine entegrasyonu, bu tiir asilarla ilgili temel sorunlardan
biridir. Yenilebilir asilar asilama i¢in etkili bir mekanizmaya sahiptir ¢linkii bagisiklik
tepkisini uyarmak i¢in yardimci elemanlar gerektirmezler. Geleneksel asilarin aksine,
yenilebilir agilar, M hiicrelerini daha kolay aktive ederek mukozal bagisiklik
saglayabilirler (Lal et al. 2007). Oral uygulama, bir bagisiklik sistemi yaniti iireterek,
mukoza zarlarinin bir bagisiklik tepkisinin uyarilmasinda etkilidir (Streatfield 2006).

Gelistirilen ve halen ishale kars1 as1 olarak kullanilan ¢esitli yenilebilir as1 tiirleri vardir.
Bu asilarda domates bitkileri kullanilmis ve antijenik proteinler iiretilmigtir. Bu
domateslerin tiiketimi bagisiklik sisteminin aktivasyonuna neden olabilir. Proteinleri
iretmek icin cesitli tiplerde bitkiler kullanilabilir, bu onlarin {iiretim, tiketim ve
verimliliklerine bagli olacaktir. Yenilebilir agilar diisiik maliyetlidir ve nakliye ve
depolama maliyeti yoktur. Transgenik bitkilerin soguk zincirde depolanmasi gerekmez,
¢linkli transgenik bitkilerin tohumlar1 daha az nem igerir ve kolayca kurutulabilir.
Yenilebilir agilar ayrica tibbi ekipman i¢in diisiik bir maliyete sahiptir ¢iinkii uygulama
icin siringalara gerek duyulmaz (Streatfield 2006; Xu er al. 2011). Daha az saglik
uzmanina ihtiyag vardir (Streatfield 2006).

2.6. Asilarin Uygulama Yollan

Su anda birkag as1 ¢esidi vardir ancak hepsinde ayn1 uygulama sekli yoktur. Uygulama
yolu, asinin viicut ile temas ettigi yoldur. En uygun asilama i¢in uygulama basariyla
gerceklestirilmelidir. Asiy1 viicutta uygulamak icin ¢esitli mekanizmalar vardir (Pierre
and Fletcher 2000). Enjekte edilebilir asilar, doku, vaskiiler veya norolojik yaralanma

riski olmayan bolgelerde uygulanmalidir.
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Intramiiskiiler enjeksiyon (IM): Asinin kas kiitlesinde (kuadriseps kas1 ve deltoid kas1)

uygulanmasina izin verir.

Subkutan enjeksiyon (SC): Asi subkutan tabakada, kasin iistiinde ve cildin altinda
uygulanir. Deri alt1 yol viral agilar i¢in tavsiye edilir ve bazi konjuge olmayan ve

pnomokok icin istege baghdir.

Intradermal enjeksiyon (ID): Asmnin cildin iist katmanina uygulanmasina izin verir.
BCG bu uygulama yolunun kullanildig tek asidir. BCG asisinin intradermal enjeksiyonu
norovaskiiler yaralanma riskini azaltir. Saglik c¢alisanlarmma goére, BCG yenidogan
kollarinin kii¢iik boyutlarindan dolay1 uygulanmasi en zor asidir. BCG igin kiigiik, ince
bir igne (15 mm, 26 ayar) gerekir. Diger tiim asilar, daha uzun ve daha genis bir igne

(genellikle 25 mm, 23 ayar), SC veya IM ile verilir.

Mukozal yol (oral/intranazal): Transkiitan yolun disinda, enfeksiydz ajanlar viicuda
mukoza zarindan ve 6zellikle sindirim kanalindan da girebilir. Elli yildan fazla bir siire
once oral ¢ocuk felci agis1 getirildi. Bir aginin burun spreyi uygulamasi, asilanmig kisinin
burun mukozasina uygulanmasina izin verir. Bu ayn1 zamanda yenilebilir agilar i¢in de

gecerlidir. Bu uygulamada igne ve siringa kullanimina gerek kalmaz.

Bagisiklik sistemimizin ilk koruyucu bariyeri olan mukoza zarlariyla temas, onlar1 daha
da ilgin¢ kilmaktadir. Bu asilarin tiiketimi ile B ve T lenfositleri gibi immiin hiicrelerin
aktivasyonu, immiin sistemin aktivasyonunda ana adimdir. Bagisiklik sisteminin
gidalarla aktiflestirilmesi, viicudu kisa vadede ve aymi zamanda uzun vadede B

hiicrelerinin hafizasiyla koruyabilen bir bagisiklik hiicresi olusumuna yol agar.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bakteri ve Plazmitler

M. tuberculosis mmaA4 geni daha 6nceden pGEM-T Easy plazmidine klonlanmis sekilde
Escherichia coli DH5a bakterisinde saklandi (Okay vd. 2019). mmaA4 genini tiitiin
bitkilerine aktarmak icin pGFPGUSPlus (Sekil 3.1) plazmidi kullanildi. Klonlama

deneylerinde E. coli DH50, bitki transformasyonu icin Agrobacterium tumefaciens

bakterileri kullanildi.

(68} Sbfl ‘Hindlll (76)

M13 Forward (85 ..102)
7 _M13/pUC Forward (94 . 116)

[ o
(12,913) Xbal | Bglil (845}
(12,830 .. 12,851) EGFP-N " \ _‘-'/_’,/ Spel (1054)
(12571.12590) EXFPR N | (dl

(12,222 .. 12,243) EGFPC N
(12,126) Banll -Sacl |

(12,144) Eco53kl "\ |

_BstBI (1394)

Stul (1568)
/ .SnaBl (1607)

(11,871) EcoRlI | -,

11 a4 5 5 k = Camy o

(11,846 .. 11,862) M13 Reverse - - \ ter 3‘53”r
(11,827 .. 11,849) M13/pUC Reverse — %‘:Sa'f’ promo O

(11.629) BstXl —

~ 9 . Mlul (2534)
7
-\i&
& _Afel (2a27)
b & . Pmll (2888)
\ g ~ BstENl (2896)
i g
)
. [ es
110,451) AsiSI — e[ 2>
|§\g 5 PGFPGUSPlus
| =Y 13,702 bp
| =
L
N g ¢
5 7
W

Ly

2, o
b ks
e

(9749) PspXl — )

N

(9231) Sacll
(9103) Psil

,
&
Fe)
!’SZ
iy

“pasl (2636)
(8627) Blpl

Ny
£
NOFA bom 1o i

(7658 .. 7677) pBR3220MF —
(7407 .. 7424) L4440 ~

(7307 .. 7326) pRS-marker ~ A | \
(7290) BstZ171 s EcoNl (6619)
(7144 .. 7166} pGEX 3' Mrel - SgrAl (7088

Sekil 3.1 pGFPGUSPIus vektoriiniin haritasi (Anonim 2020e).

27



3.2 Bakterileri Biiyiitme ve Saklama Kosullar:

Luria Broth (LB, Ek 2) siv1 besiyeri E. coli DH50 ve A. tumefaciens bakterilerinin
bliylimesi i¢in, Luria Agar (LA, Ek 2) kat1 besiyeri ise bakteri 6rneklerinin saklanmasi
icin kullanildi. Biiylitiilen bakteri kiiltiirleri +4°C’de muhafaza edildi ve aylik alt kiiltiirler
yapilarak canliliklar1 devam ettirildi. Bakteri kiiltiirlerinin uzun stireli canliliklarini
korumak amaci ile %50 gliserol i¢iren LB igerisinde -80°C’de depolandi. LB ve LA

besiyerlerine kanamisin 30 pg/ml konsantrasyonda eklendi.

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

M. tuberculosis mmaA4 geninin aktarimlarinin dogrulanmasi i¢in PZR gerceklestirildi.
PZR karisimi, PZR 1X tamponu (Fermantas), MgCl, 5 pL (Fermentas), ANTP karigimi 1
pL (Fermentas), ileri ve geri primer 1 plL, Tag DNA polimeraz 1 U/uL (Fermentas) ve 2
pL DNA ile hazirlandi. Karigimin toplam hacmi, dH2O ile 50 pl'ye tamamlandi.

PZR'de kullanilan primerler ve {iriinlerin boyutu Cizelge 3.1'de, PZR kosullar1 ise 3.2°de

gosterildi. PCR {irtinleri,% 1'lik bir agaroz jeli izerinde goriintiilendi.

Cizelge 3.1 PZR’de kullanilan ileri ve geri primer 6zellikleri

Gen ad1 | Primer ad1 | Niikleotit sekansi Gen uzunlugu (bg)
MMAF 5’-ggatccatgacgagaatggecga-3’ | 906

mmaA4
MMAR 5’-agatctttaggccgeggcaccc-3’ 906

28



Cizelge 3.2 Kullanilan primerler ve PZR programi

PZR iiriinii Kullanilan PZR kosullar (35 dongii)

primer

mmaA4 MMAF Baslangi¢ denatiirasyonu: 94°C’de 5 dakika
ve Denatiirasyon: 94°C’de 1 dakika
MMAR Primer baglanma: 60°C’de 30 saniye

Uzama: 72°C’de 1 dakika

Son uzama: 72°C’de 10 dakika

3.4 Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi i¢in TAE tamponunda (Ek 3) %1°lik jel hazirlandi. DNA
ornekleri jele 10X DNA yiikleme boyasi ile yiiklendi. Yiikleme islemi tamamlandiktan
sonra 60 dakika boyunca 90 volt elektrik akiminda ¢alistirildi. Uygulamadan sonra agaroz
jel, bir etidyum bromiir ¢ozeltisi (0,5 ug/ml, TAE tamponu) ile boyandi. DNA bantlar1 bir
UV lambasi (Vilber Lourmat) ile goriintiilendi. DNA bantlariin molekiiler biiytikliikleri,
1 kb DNA marker1 (Ek 1) kullanilarak belirlendi.

3.5 Jel Ekstraksiyon

Arzu edilen DNA bantlari, Thermo Scientific GeneJET jel ekstraksiyon kiti ile agaroz
jelden alind1. Jel iizerine baglama tamponu ilave edildi ve jel tamamen ¢dziinene kadar
50-60°C'de bir su banyosunda inkiibe edildi. Jel ¢cozeltisi, GeneJET saflastirma kolonuna
ilave edildi ve 1 dakika boyunca 12.000 rpm'de santrifiijlendi. Saflastirma kolonuna 700
pL yikama tamponu ilave edildi ve 1 dakika boyunca 12.000 rpm'de santrifiijlendi. Kolon
yeni bir steril eppendorf tiipe aktarildi. Toplam 50 pL eliisyon tamponu, kolonun

merkezine iki dongiide ilave edildi ve oda sicaklifinda 1 dakika tutuldu. 1 dakika boyunca
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12.000 rpm'de santrifiijlendi. Dogrulama i¢in, iirlinler %]1’lik agaroz jelde 60 dakika
boyunca 90 voltta yiiriitiildii. Sonunda, saflastirilmis DNA -20°C'de saklandi.

3.6 pGFPGUS(+) ile mmaA4 Ligasyon Reaksiyonu

Izolasyonu gerceklestirilmis olan pGEMT-mmaA4 BamHI ve Bglll, pGFPGUS+ ise
sadece BgllII restriksiyon enzimleri ile kesildi. Agaroz jelde ylriitiiliip jelden ekstrakte
edilen fragmanlar ligasyonda kullanildi. Ligasyon reaksiyonu i¢in vektor (pGFPGUS+)
ve insert (mmaA4) karistirildi ve iizerine 1X T4 ligaz tamponu (Promega), 5 iinite T4

ligaz1 (Promega) eklendi. Karisim 4°C'de 16 saat inkiibe edildi.

3.7 E. coli DHSa Hiicrelerine Transformasyon

Transformasyon islemi i¢in kompetan hale getirilen E. coli DHS5a kullanildi. Gece
boyunca 37°C'de s1v1 ortamda (LB) biiyiitiilen kiiltiir, daha sonra 200 ml sterilize edilmis
LB'ye aktarildi. Bakteriler, calkalayici inkiibatdrde 200 rpm'de 37°C'de, ODe¢oo’de 0,4-
0,6'ya ulagana kadar biiyiitiildii. Steril falkon tiipleri kullanilarak 4500 rpm'de 4°C'de 5
dakika santrifiijlendi. Santrifiijiin sonunda, 20 mL tampon 1 (Ek 3) ilave edildi ve 4500
rpm'de 4°C'de 5 dakika santrifiijlendi. Son olarak, filtre ile sterilize edilen 8 ml ikinci
tampon (Ek 3) pelete ilave edildi ve pelet buz i¢inde ¢oziildii. Hiicreler steril eppendorf

tiiplere ayrildi ve -80°C'de saklandi.

Kompetan hiicreler 15 dakika buz {izerinde tutuldu. Ligasyon iriinii veya plazmit ile
kompetan hiicreler karistirildi ve 30 dakika boyunca buz iizerinde tutuldu. Siirenin
sonunda, hiicreler 60-90 saniye boyunca 42°C'de bir su banyosunda termal soka maruz
birakildi. Termal soktan sonra hiicreler hizla buz iizerine alind1 ve 5 dakika bekletildi. 5
dakika sonra antibiyotiksiz 700 pL LB ilave edildi. Karisim, bir ¢alkalayici inkiibatorde
80 dakika siireyle 37°C'de 100 rpm'de inkiibe edildi. Hiicreler 6000 rpm'de 5 dakika
santrifiijlendi ve bakteri peleti 100 pl LB icerisinde ¢oziildii. Hiicreler, kanamisin igeren

secici bir ortam lizerine yayildi. Bakteriler 37°C'de 16-24 saat inkiibe edildi.
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3.8  Plazmit izolasyonu

pGFPGUS+ ligasyonu ile transformasyondan kaynaklanan kolonilerin taranmasi,
plazmidin manuel izolasyonu ile gerceklestirildi. Bir gece boyunca LA'da biiyiitiilen
bakteri kolonileri, pipet uglari ile steril bir ortamda kazinarak eppendorf tiiplerine alindi.
Tiiplere 100 uL STE tamponu (Ek 3) ilave edildi ve ¢oziinene kadar vortekslendi. Tiipler
20 dakika buz tizerinde tutuldu. Daha sonra 60 pL liziz tamponu (EK 3) ilave edildi ve
vortekslendi. Tiipler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve daha sonra 10 dakika
boyunca bir su banyosunda 70°C'de inkiibe edildi. Tiipler daha sonra 10 dakika boyunca
oda sicakliginda 12,000 rpm'de santrifiijlendi. Prosediiriin sonunda, siipernatant (20 pl)

ve 1X boya karisimi agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

Restriksiyon enzim kesimi yapilacak plazmit DNA 6rnekleri Thermo Scientific GeneJET
Plazmid Miniprep kiti kullanilarak elde edildi. 100 pg/ml ampisilin iceren bir LB
ortaminda, bakteri kiiltiirii gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Daha sonra bir santrifiij
yardimiyla, 1 dakika 12,000 rpm'de c¢oktiiriildi. Bir pipet kullanilarak, 250 pL
siispansiyon ¢ozeltisi pelete ilave edildi ve pelet yok olana kadar pipetlendi. Daha sonra
karigima 250 pL lizis ¢ozeltisi ilave edildi ve tiipler 4-6 kez c¢alkalanarak karistirildi.
Karigima 350 pL notrlestirme ¢ozeltisi ilave edildi. Tipler, beyaz bir ¢okelti olusana
kadar bas asag1 karistirildi. Hiicre lizati, 12.000 rpm'de 5 dakika siireyle santrifiijlendi ve
santrifiijiin sonunda siv1 faz, GeneJET santrifiij kolonuna aktarildi. 12,000 rpm'de 1
dakika santrifiijlemeden sonra iki tekrarla kolona 500 pL. yikama ¢ozeltisi ilave edildi ve
1 dakika 12,000 rpm'de santrifiijlendi. Kolon yeni bir ependorf tiipiine yerlestirildi.
Toplam 50 pL eliisyon tamponu, kolonun merkezine iki kez ilave edildi. 2 dakika

boyunca 12.000 rpm'de santrifiijlendi ve plazmid DNA -20°C'de saklandi.

3.9 Agrobacterium tumefaciens Transformasyonu
Agrobacterium tumefaciens (AgT) hiicreleri Oncelikli olarak elektrokompetan hale

getirildi. Bunun i¢in hiicreler 28°C'de 20 ml LB icinde 16 saat inkiibe edildi, daha sonra
10 dakika boyunca 4500 rpm 4°C'de santrifiij yapildi. Siipernatant atildi ve hiicrelere 5
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ml Hepes ilave edildi. Hiicreler 3 kez art arda 25 ml Hepes ile yikandiktan sonra 10 ml

Hepes icinde ¢oziildii ve eppendorf tiiplerde -20°C’de saklandi.

A. tumefaciens elektroporasyonu ig¢in elektroporator kiivetine 200 pl elektrokompetan
AgT hiicreleri ve 3 pul pGFPGUS+mmaA4 eklendi. BioRad MicroPulser cihazinda AgT
icin Onerilen program ile elektroporasyon uygulandi. Daha sonra hiicrelerin tizerine 800
ul LB ilave edildi ve ¢ok hizli bir sekilde steril bir eppendorf tiipe aktarildi. Hiicreler
28°C'de 1 saat kiiltiirlendi ve 6000 rpm, 20°C'de 2 dakika santrifiijlendi. Son olarak,
kanamisinli LA plaklara yayilan hiicreler 28°C'de 24 saat inkiibe edildi.

3.10 Tiitiin (Nicotiana tabacum L.) Bitkisi Doku Kiiltiirii ile Cogaltilmas1

Bitki biyoteknolojisi bitki doku kiiltiirii ve bitki genetik miihendisligi olmak iizere iki ana
dala ayrilmistir. Bitki doku kiiltiirii; aseptik (steril) sartlarda, yapay bir besin ortaminda,
biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku
(cesitli bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin (metabolitler gibi) tliretilmesidir
(Babaoglu vd. 2001). Yeni cesit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik ¢esitlilik
olusturmak doku kiiltiirlinlin temel amaglar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku
kiltiirleri genetiksel iyilestirme caligmalarinda onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica
kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve c¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde,

cesitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir (Hatipoglu 1999).

Tiitiin bitkisi ekonomik Oneminin yam sira, doku kiiltliri ve molekiiler diizeydeki
caligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Titiinden alinan eksplantlar, kiiltiir
kosullarinda kolayca rejenere olma yetenegindedirler. Ornegin yapraktan alinan somatik
hiicreler uygun doku kiiltiirii sartlarinda 1 veya 2 hafta icerisinde rejenere olabilirler

(Murashige and Skoog 1962).

Calismada kullanilan tiitiinler, tohumlarin ¢imlendirilerek uygun doku kiiltiirii sartlarinda

yetistirilmesi ile elde edilmistir. Malatya Sark Tiitiinii (Nicotiana tabacum L. cv Malatya)
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tohumlari, %15 klor igeren ticari sodyum hipokloritin birka¢ damla Tween 20 ilave
edilmis %10’luk soliisyonunda, 10 dakika boyunca sterilize edilmis ve ardindan sodyum
hipokloritin dokulardan uzaklasmasi i¢in 3 defa 5’er dakika siire ile steril saf su ile aseptik
kosullarda ¢alkalanmistir (Sezgin ve Dumanoglu 2014). Steril edilen tohumlar,
Murashige and Skoog (MS) besin ortamina 0.5 mg/L. 6-benziladenin (BA), 0.01 mg/L
Indol-3-butirik asit (IBA), 30 g/ sukroz ve8 g/L agar ilave edilerek pH’s1 5.7’ye
ayarlanan ortama dikilmislerdir. Besin ortami dijital kontrollii otoklav ile 121°C ve 1,2
atmosfer basing altinda 20 dakika siireyle sterilize edilmistir. Laminar hava akish kabin
icerisinde aseptik sartlarda dikimleri yapilan tohumlar, 25+1°C sicaklikta ve tamamen
karanlik kosullara sahip iklim kabininde 2 hafta siireyle inkiibe edilmistir. Cimlenen
tohumlar yine MS besin ortaminda, BA (1 mg/L) + IBA (0.1 mg/L), 30 g/L sukroz ve 8
g/L agar ilave edildikten sonra hazirlanan ortama dikilmisler ve 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik kosullarda inkiibe edilmislerdir. Yaklasik 4 hafta sonra bu sefer bitki biiylime
diizenleyici madde i¢cermeyen ortama alinmiglardir. Bu sekilde hazirlanan tiitiinler gen

transferi i¢cin uygun hale getirilmistir.

3.11 Gen transferi protokolii

pGFPGUS+mmaA4 ve kontrol grubu olarak pGFPGUS+ tasiyan AgT hiicreleri, 2 giin
boyunca 28°C'de kanamisin igeren YEP ortaminda (EK 1) kiiltiire alinmistir. Kiiltiir
yogunlugu ODgpo'de 0,5-0,8 olana kadar hiicreler RM s1visinda (EK 3) seyreltilmistir. In
vitro sartlarda 4-8 hafta biiyiitiilen tiitlin bitkisi gen transferi amaciyla kullanilmistir. Bu
asamada tiitlin bitkilerinden aseptik kosullarda alinan yaprak diskleri (yaklasik 1-2 cm
capinda), MS besin ortamina BA 2 mg/L+NAA 0.2 mg/L ve 30 g/L sukroz ile 8 g/L agar
ilave edilmis rejenerasyon ortamina (RM) dikilmislerdir. Ortam pH’s1 5.6 olarak
ayarlanmis ve otoklavda 121 °C ve 1.2 atm basing altinda 20 dk steril edilmistir. Tiitlin
yaprag diskleri tiiplerde S0mL AgT kullanilarak enfekte edilmistir. Yaprak diskleri,
karanlikta ve antibiyotik icermeyen bir ortamda 4 giin boyunca biiylitiilmiistiir (Sekil 3.2).
Bu siire sonrasinda eksplantlar, 3 dakika boyunca bir kez cefotaxim Na (25mg/L) iceren
stvi RM ile yikanmis daha sonra da higromisin igeren MS ortamina (EK 3) dikilmistir.
MS ortamina ayni zamanda BA 2 mg/L+NAA 0.2 mg/L ve 30 g/L sukroz ile 8 g/L agar
ilave edilmistir (EK 3). 3 hafta boyunca 25+2°C, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosularda
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biiyiitiilmiigtiir. Eksplantlar 3 hafta sonra antibiyotik ve biiylime diizenleyici madde
icermeyen MS ortaminda normal biiylime kosullar1 altinda (25 + 2°C, 16 saat 151k) 3 hafta

stireyle inkiibe edilmistir.

Sekil 3.2 pGFPGUS+mmaA4 tasiyan A. tumefaciens 1ile titliin bitkilerinin

transformasyonu.

3.12  Transgenik Tiitiin Bitkilerinin Dogrulanmasi

3.12.1 Bitkilerden DNA izolasyonu

GeneJET Bitki Genomik DNA Saflastirma Kiti (Thermo Scientific) kullanilarak
ireticinin tavsiyelerine uygun olarak transgenik tiitiin bitkilerinden genomik DNA
ornekleri elde edildi. Oncelikle, donmus bitki drnekleri sogutulmus havan kullamilarak
ogitiildii. 350 pl Lizis Buffer A, numaralandirilmis eppendorf tiiptine eklendi. Ardindan
sonikasyon islemi baslatildi. Eppendorf tiip i¢indeki karigim, her seferinde 10 saniyelik
bir duraklama ile toplam 1 dakika siireyle islendi. Daha sonra karisima 20 ul RNase A ve
50 ul Lizis Buffer B ilave edildi ve 65 ° C su banyosunda 10 dakika tutuldu. Bu siire
boyunca homojen bir siispansiyon elde etmek i¢in her 2-3 dakikada bir vortekslendi. Bu
islemden sonra karigima 130 pl presipitasyon ¢ozeltisi ilave edildi ve tiip 2-3 kez elle
calkalanip buz lizerine yerlestirildi ve 5 dakika bekletildi. Daha sonra 12.000 rpm'de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra tiiplerde olusan siipernatan kisim yeni
numaralandirma ile steril Eppendorf tiipiine alindi. 400 ul baglama soliisyonu ve 400 ul
etanol eklendi ve 1 dakika vortekslendi. Daha sonra bu karigim, bir GeneJET genomik

DNA saflastirma kolonuna maksimum 700 pl'ye aktarildi ve 8.000 rpm'de 1 dakika
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santrifiijlendi. Geriye kalan karisim kolonlara ilave edilerek 8000 rpm'de 1 dakika
santrifiij edilerek kolon altina kalan siv1 dokiildii. Daha sonra 500 pl yikama tamponu I
ilave edildi ve 10.000 ila 40 rpm'de 1 dakika santrifiijlendi, kolon altinda kalan sivi
dokiildii. Daha sonra 500 ul yikama tamponu II eklendi ve 14.000 rpm'de 3 dakika
santrifiijlendi, kolon altinda kalan sivi dokiildii. Bu islemden sonra kolon altindaki
eppendorf tiipleri degistirildi ve kolona 25 pL eliisyon tamponu ilave edildi 5 dakika
bekledikten sonra 8,000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi
ve DNA ornekleri steril bir Eppendorf tiipiine alinarak 4 °© C'de tutuldu.

3.12.2 PZR

Transgenik tiitlin  bitkilerinde ~mmaA4 geninin  varligmi dogrulamak ig¢in
pGFPGUS+mmaA4 ve pPGFPGUS+ ile transformasyonu gerceklestirilen tiitiin bitkilerine
ait genomik DNA Ornekleri, pozitif kontrol olarak da pGEMT+mmaA4 plazmidi
kullanilarak Boliim 3.3’te anlatildig: sekilde PZR islemi gerceklestirildi.

3.12.3 Bitkilerden Protein izolasyonu

pGFPGUS+mmaA4 ve kontrol grubu olarak pGFPGUS+ kullanilarak transformasyonu
gerceklestirilen tiitiin bitkilerinden protein izolasyonu yapildi (Niu et al. 2019).
Transgenik tiitlin yapraklar1 -80°C’den alind1 ve soguk havan kullanilarak toz haline
getirildi. Eppendorf tiiplere alinan bitkilerin iizerine soguk %10 trikloroasetik asit
(TCA)/aseton karisimi eklendi. Bu karisim —20 C’de bir gece inkiibe edildi. Daha sonra,
karisim 4°C’de 5,000 g hizda 30 dakika santrifiij yapildi. Siipernatan uzaklastirilarak
pellet alind1 ve 4°C’de 5,000 g’de 10 dakika santrifiijle soguk aseton kullanilarak iki defa
yikandi. Pellet igerisindeki proteinler oda sicakliginda 1-3 dakika bekletildi ve lizerlerin

20 mM DTT, %0,5 SDS ve 50 mM Tris-HCI (pH 6,8) iceren tampon ¢ozelti eklendi.
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3.12.4 Western Blot

Transgenik tiitiin bitkilerinde MmaA4 proteini varligimi dogrulamak i¢in Western blot
teknigi kullanildi. Bitkilerden izole edilen protein Ornekleri SDS-poliakrilamit jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Whatman kagidi, poliakrilamit jel ve 0,2 um nitroseliiloz
membran (Bio-Rad, Hercules, CA) 1Xtransfer tamponu (EK 3) kullanilarak slatildi ve
ust tate dizildi. Proteinlerin membrana transferi, Bio-Rad Mini Trans-Blot® Cell
kullanilarak gergeklestirildi. 1XTBS (EK 3) ile hazirlanmis %10 siittozu igerisine
konulan membran 2 saat 37°C'de inkiibe edildi ve 10 dakika 1XTTBS (EK 3) ile yikandi.
Ardindan, membran 1:400 oraninda (%S5 siittozu igerisinde) seyreltilmis anti-MmaA4
primer antikor icerisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi ve 10 dakika 1XTTBS ile
yikandi. Daha sonra 6 pl:100 ml (%S5 siittozu igerisinde) seyreltilmis antimouse IgG
sekonder antikor (Sigma) kullanilarak membran 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. 10
dakika 1XTTBS ile yikanan membrana bantlar goriilene kadar AP konjugat substrat (Bio-
Rad, Hercules, CA) kiti uygulandi. Bantlar goriiniir hale gelince membran distile su ile

yikandi.
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4. BULGULAR

BamHI ve Bglll ile pGEM-T plazmidinden kesilen mmaA4 geni ve sadece Bglll
restriksiyon enzimiyle kesilmis pGFPGUS+ vektorii kullanilarak ligasyon yapildi.
Ligasyon triinleri E. coli’ye aktarildi. mmaA4 geninin pGFPGUS+ vektoriine basarili bir

sekilde aktarildig1 E. coli’den izole edilen plazmitlerle gosterildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 E. coli’den izole edilen pGFPGUS+mmaA4 vektoriiniin dogrulanmasi. 1:
pGFPGUS+ plazmidi; 1-2: mmaA4 geninin iceren pGFPGUS+ plazmitleri.

E. coli’den izole edilen pGFPGUS+mmaA4 plazmidi Agrobacterium tumefaciens'e
elektroporasyonla aktarildi. Kanamisinli besiyerinde {iireyen kolonilerden plazmit
izolasyonu yapildi. pGFPGUS+mmaA4 plazmidinin A. tumefaciens'te varligim
dogrulamak i¢in bu bakteriden izole edilen plazmitler kullanilarak PZR yapildi ve 906 bg
mmaA4 geninin basaril bir sekilde elde edildigi gosterildi (Sekil 4.2).
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1kb —»
750 bg—»

Sekil 4.2 A. tumefaciens bakterilerinden izole edilen pGFPGUS+mmaA4 plazmidinin
PZR ile dogrulanmasi. 1: 1 kb DNA marker (GeneRuler); 2: DNA icermeyen negatif
kontrol; 3: A. tumefaciens'e’den alinan pGFPGUS+mmaA4 plazmidinden amplifiye
edilen mmaA4 geni.

Daha sonra, pPGFPGUS+mmaA4 ve kontrol grubu olarak pGFPGUS+ plazmitlerini iceren
rekombinant A. rtumefaciens bakterileri kullanilarak transgenik tiitiin bitkilerine

transformasyon yapild1 (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 pGFPGUS+mmaA4 tasiyan A. tumefaciens ile tiitliin bitkilerinin
transformasyonu (4. giin).
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Antibiyotik iceren steril tepsilerde transgenik tiitlin bitkilerinde saglikli bir sekilde kok ve
govde olusumu gozlendi (Sekil 4.4-4.5).

Sekil 4.4 Tranformasyondan 3 hafta sonra pGFPGUS+mmaA4 tasiyan A. tumefaciens ile
transformasyonu saglanan tiitiin bitkilerinde kok ve gévde olusumu.

Sekil 4.5 Tranformasyondan 6 hafta sonra pGFPGUS+ ve pGFPGUS+mmaA4 tasiyan A.
tumefaciens ile transformasyonu saglanan tiitiin bitkilerinin gelisimi.
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Transgenik tiitlin  bitkilerinde mmaA4 geninin  varligim1  dogrulamak i¢in
pGFPGUS+mmaA4 ve pGFPGUS+ ile transforme edilen tiitiin bitkilerinden genomik
DNA izolasyonu yapildi. Bu DNA 6rnekleri ve pozitif kontrol olarak da pGEMT+mmaA4
plazmidi kullanilarak PZR islemi gergeklestirildi. Sonug¢ olarak, pGFPGUS+mmaA4 ile
transforme edilen bir bitkide gii¢lii bir mmaA4 band1 gézlenirken iki bitkide bu bant zay1f
gbzlendi ve 6zgiin olmayan (non-spesifik) bantlar da goriildii. pPGFPGUS+ ile transforme
edilen bitkide ve DNA i¢ermeyen negatif kontrolde herhangi bir bant gézlenmezken

pozitif kontrolde de beklenen biiytikliikte bir bant goriildi (Sekil 4.6).

Kb

0,75
0,5

0,25

Sekil 4.6 Transgenik tiitiin bitkilerinde mmaA4 geninin varliginin PZR ile dogrulamasi.
1: 1 kb DNA marker (GeneRuler); 2-4: pGFPGUS+mmaA4 ile transforme edilen bitki
DNAs1; 5: pGFPGUSH ile transforme edilen bitki DNAs1; 6: pGEMT+mmaA4 pozitif
kontrol; 7: DNA i¢germeyen negatif kontrol

Transgenik tiitlin  bitkilerinde MmaA4 proteininin lretimini gostermek icin
pGFPGUS+mmaA4 ve pGFPGUS+ ile transforme edilen tiitlin bitkilerinden total protein
izolasyonu yapildi ve protein 6rnekleri SDS-PAGE ile analiz edildi (Sekil 4.7A). mmaA4
tasityan ve tasimayan bitkilerin protein profilleri arasinda bir farklilik gézlenmedi. Aym

protein Orneklerine, anti-MmaA4 antikoru kullanilarak Western blot analizi yapildi (Sekil
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4.7B). Western blot sonucunda, beklenen molekiiler agirlikta (34.6 kDa) bir bant
goriilmedi. Yaklasik 60 ve 80 kDa biiyiikliigiinde iki bant gozlendi ancak ayni bantlarin
mmaA4 tasimayan transgenik bitkide de gozlenmesi bu bantlarin 6zgiin olmayan

baglanmalar oldugunu gdsterdi.

100 kDa
75 kDa

50 kDa

25 kDa

Sekil 4.7 Transgenik bitkilerin SDS-PAGE (A) ve Western Blot (B) sonucu. M:
Prestained protein marker 1: pGFPGUS+ ile transforme edilen tiitiin bitkisi; 2:
pGFPGUS+mmaA4 ile transforme edilen tiitiin bitkisi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiiberkiiloz, M. tuberculosis enfeksiyonunun neden oldugu onemli bir hastaliktir ve
diinya capinda varligimi silirdiirmektedir (Taylor et al. 2003). M. tuberculosis ile
enfeksiyona karsi sinirli koruma saglayan diinyadaki tek lisansli tiiberkiiloz asisi, M.
bovis Bacillus Calmette Guerin'dir (BCG) (Li et al. 2014). Canhi zayiflatilmis ve
rekombinant asilar gibi bircok yeni tiiberkiiloz asis1 preparati su anda deneysel

calismalara tabi tutulmaktadir (Li ef al. 1999).

Mikolik asitler, mikobakteriyel hiicre duvarinin ana bilesenidir ve dis zarin gecirgenligine
ve biitlinliigiine oldugu kadar viriilansa da katkida bulunur (Glickman et al. 2000; Dubnau
et al. 2000). Mikolik asit biyosentetik yolunun bozulmasi, onayli ilaglar izoniazid (INH),
etiyonamid (ETH), izoksil (ISO) ve kimyasal miidahale i¢in kanitlanmis ve etkili bir
terapotik hedeftir. Tiyasetazon (TAC), farkli mekanizmalarla olmasina ragmen bu yola
kars1 etkilidir (Alahari et al 2007; Schroeder et al. 2002; Barry et al.2007).

Bir tiyosemikarbazon olan TAC, diisiik maliyeti nedeniyle esas olarak gelismekte olan
tilkelerde kullanilan eski bir anti-tiiberkiiloz bilesigidir. Bununla birlikte TAC, HIV
pozitif hastalarda potansiyel olarak deride ciddi asir1 duyarlilik reaksiyonlari nedeniyle

Afrika'da nadiren kullanilmaktadir (Nunn ez al. 1991).

BCG'nin TAC ile muamelesi, 6ncli meromikolik asidinin modifikasyonlar1 i¢in gerekli
olan mikolik siklopropanant asit sentazlarinin (CMAS) inhibisyonuna bagli olarak

mikolik asit iceriginde bir azalmaya yol agar (Alahari et al. 2007) .

M. tuberculosis mikolik asitler, uzun bir alfa-alkil yan zincire sahip B-hidroksi yag
asitleridir (Asselineau and Ledrer 1950). As1 susu M. bovis BCG, benzer bir mikolik asit
profiline sahiptir (Minnikin et al. 1983) Duvar lipidlerinin, 6zellikle mikolik asitlerin
sentezi, mikobakterilerin in vivo hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Bu nedenle, mikolatlarin
kimyasal modifikasyonlarinda yer alan enzimlerin yapi-fonksiyon iliskilerinin
incelenmesi 6zel dikkat gerektirir. Bu, ¢oklu ilaca direngli suslar dahil olmak {izere M.
tuberculosis igin yeni, daha etkili anti-tiiberkiiloz ilaglarmin bulunmasmna yardimei

olacaktir.
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MmaA4’iin farelerde (mikolik asit metiltransferaz) hiicresel ve humoral immiin yaniti
artirdigi  gosterilmistir (Okay vd. 2019). Etkin bir anti-tiiberkiiloz asisinin
gelistirilmesinde, yani as1 proteinlerini liretmek i¢in transgenez ile modifiye edilmis
bitkilerin kullanim1 alternatif bir yaklasim sunmaktadir. Agizdan emilen bu proteinler,

kisiyi enfeksiyona karsi korumak icin gereken bagisiklik tepkisini uyarmalidir.

Bu calismada, M. tuberculosis’e ait mmaA4 geni tiitiin bitkisine aktarilarak, as1 antijeni
olarak kullanilabilecek MmaA4’iin bitkisel iiretimi hedeflenmistir. Bu amagla, mmaA4
geni pGFPGUS+ vektoriine klonlanarak tiitiin bitkilerine transformasyonu saglandi.
Kontrol grubu olarak da sadece pGFPGUS+ vektorii ile transformasyon yapildi.
Transgenik tiitlin bitkilerinin antibiyotik igeren besin ortaminda basariyla gelistikleri
gbzlendi. Bu bitkilerden elde dilen genomik DNA ’nin mmaA4 genini tasidiklar1 PZR ile
teyit edildi.

Transgenik tiitiinlerden elde edilen proteinler analiz edildiginde, SDS-PAGE sonucunda
mmaA4 tastyan ve tasimayan bitkilerin protein profilleri arasinda bir fark gézlenmedi.
Gozle ayirt edilemeyecek kadar az bir MmaA4 {iretiminin olabilecegi varsayimiyla daha
hassas bir analiz icin Western blot deneyi ger¢eklestirildi. Western blot sonucunda
beklenen molekiiler agirliktan daha biiyiik bantlar elde edildi. Bu bantlar bitkinin MmaA4
proteinini degisikligi ugratmas1 sonucu ortaya ¢ikmis olabilirdi ancak ayni bantlarin
mmaA4 tasimayan transgenik bitkide de gdzlenmesi, bu bantlarin 6zgiin olmayan bir

baglanma sonucu baska proteinlere ait oldugunu gostermistir.

Bu ¢alisma sonucunda, M. tuberculosis’e ait mmaA4 geni basarili bir sekilde pGFPGUS+
vektoriine klonlanarak A. tumefaciens aracilifiyla tiitiin bitkisine aktarilmistir.
Transgenik tiitlinlerde MmaA4 proteinin iiretiminin goriilmemesinin nedeni bakteriyel
bir genin bitkilerde ekspresyonu i¢in kodon optimizasyonunun yapilmamis olmasi
muhtemeldir. Gen ekspresyonunun olup olmadiginin anlagilabilmesi i¢in ger¢ek zamanl

reverse transkripsiyon PZR (qQRT-PCR) yontemi kullanilabilir.
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EK 1

Boyut Belirtecleri

l '
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Sekil 1 Precision Plus Protein Dual Xtra prestained marker (BioRad 1610377).

bp ng/0.5ug %

0.5 pgfane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/em, 45 min

Sekil 2 GeneRuler 1 kb DNA marker (Thermo Scientific).
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EK 2

Bakteri Kiiltiir Ortamlarinin Hazirlanmasi

1. Luria Broth (LB)
Distile su 1000 mL
Luria Broth 25¢

Steril etmek i¢in 121 °C’de 20 dakika otoklavlanir.

2. Luria Agar (LA)
Distile su 1000 mL
Luria Agar 40 ¢

Steril etmek i¢in 121 °C’de 20 dakika otoklavlanir.

YEB

Bacto-yeast extract lg

Beef extract 5¢g

1,8% Bacto-agar 18g(agar plakasi)
Peptone S5¢g

Sucrose S¢g

pH 7,2

Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

Steril etmek icin 121 °C’de 20 dakika otoklavlanir.
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EK3

Soliisyon ve Tamponlar

1. Agaroz Jel Elektroforezi

TAE tampon (50X)

Tris-baz 242 ¢

Glasiyal asetik asit 57.1 mL

EDTA (0.5 M, pH 8.0) 100 mL

Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

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

Akrilamit/Bis

Akrilamit 146 g

N.N’-Metilen bis akrilamit 4¢g

Distile su 500 mL’ye tamamlanir

Filtrelenir, 1siktan korunur ve +4°C’de saklanur.

Tris HCI (1.5 M)
Tris-baz 5445 ¢
Distile su 150 mL

pH 8.8’e¢ ayarlanir ve toplam hacim 300 mL’ye distile su ile tamamlanir. +4°C’de
saklanir.

Tris HCI (0.5 M)
Tris-baz 6g
Distile su 60 mL

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

51



Kosturma tamponu (10X)

Tris- baz 30g

Glisin 144 g

SDS 10¢g

Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

Ornek yiikleme tamponu (4X)

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

EDTA (0.5 M) I mL

Gliserol 4 mL

SDS 08¢
-merkaptoetanol 0.4 mL

Bromofenol mavisi 0.008 g

Distile su 10 mL’ye tamamlanir

Coomassie Mavi R-250 Boyasi

Coomassie Mavi R-250 025¢
Metanol 125 mL
Glasiyal asetik asit 25 mL
Distile su 100 mL

3. Western Blot

Transfer tamponu (1X)

Metanol 200 mL
Tris-baz 363 ¢
Glisin 144 ¢
SDS 037¢
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Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

TBS (Tris buffer saline) (1X)

Tris-baz 242 ¢
NaCl 292¢
Distile su 1000 mL’ye tamamlanir

Bloklama soliisyonu

%0,5 Twin, 1XTBS

4. E. coli Kompetan Hiicre Tamponu

Tampon 1

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

pH 5.8’e ayarlanir ve filtre edilir

Tampon 2

CaClz 75 mM
RuCl 10 mM
MOPS 10 mM
Gliserol 915

pH 6.5’e ayarlanir ve filtre edilir

5. Plazmit izolasyonu
STE tamponu

Siikroz (w/v) %10.3
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Tris-HCI (ph 8.0)
EDTA (pH 8.0)
Lizis tamponu
NaOH

SDS (w/v)

25 mM

25 mM

0.3 M

%2

6.Tiitiin Bitkilerine Transformasyon

RM (1L)
MS tuzlari

Sukroz

MS
MS tuzlari
Sukroz

Agar

Antibiyotikler
Equitax (ya da augmentin)

Higromisin

Hormonlar
BAP

NAA

4405 g

30g

4mL/L

20mg/mL

1g/L

0.1g/L
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EK 4

Kullanilan Kimyasal ve Enzimler

Akrilamit (Sigma)

Agar (Oxoid)

Agaroz (Biomax-Prona)
Ampisilin (Sigma)

BamHI (Thermo)

Bglll (Thermo)

Bovin-serum albumin (Merck)
Bromofenol mavisi (Merck)
Coomassie Mavi G-250 (Fluka)
Coomassie Mavi R-250 (Fluka)
dNTP (Fermentas),

HindlI (Thermo)

EDTA (Sigma)

Etanol (Sigma)

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

Glisin (Merck)

Kanamisin (Sigma)

KCl (Merck)

Luria Broth (Merck)

Metanol (Sigma)

MgCl: (Fermentas)

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

NaOH (Merck)

RuCl (Merck)

SDS (Sigma)
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Siit tozu (Sigma)

Siikroz (Sigma)

Taq DNA polimeraz (Thermo)
Tris-baz (Merck)

Tris-HC1 (Merck)

Tween-20 (Merck)

T4 DNA ligaz (Thermo)
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