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Oz

Bogmaca, gram-negatif Bordetella pertussis bakterisinin etken oldugu, akut, olduk¢a bulasici bir

solunum yolu hastaligidir. Siddetli, kasiimal ve uzun streli 6kslrik bogmacanin en tipik belirtisidir. En

¢ok yeni doganlarda gorilen bu hastaligin bu yas grubunda 6limle sonuglanabildigi de bilinmektedir.

Bu ¢alismada, ileride asi gelistirme arastirmalarinda kullanilmak tzere, daha 6nce immunojenik oldugu

bilinen L&sin/izolésin/Valin baglanma proteini, Tip 2 fimbriya (Fim2) ve B. pertussis’in patojenitesinde
Anahtar kelimeler onemli yer tutan Tip3 salgilama sisteminin (TTSS) elemanlari olan varsayimsal dis zar proteini D (BopD)
ve varsayimsal dis zar proteini N (BopN) rekombinant olarak eksprese edilmistir. Proteinlere ait olan gen
bolgeleri ilk olarak bir klonlama vektori olan pGEM®-T Easy vektorine klonlanmis ve E. coli DH5a
hicrelerine transforme edilmis, ardindan pET-28a(+) ekspresyon vektoriine atilarak E. coli BL21(DE3)’ de
ekspresyonlari  yapilmistir.  Ekspresyonlari yapilan proteinler His-tag kolonlari kullanilarak
saflastiriimistir. SDS poliakrilamid jellerde BopD ve Fim2 proteinlerinin beklenenden daha yiksek
molekil agirhginda bant verdigi gorilmustiir. BopN ve BopD'nin ise indiklenmemis 6rneklerde de kagak
protein olarak ifade edildigi belirlenmistir. Patojenitede 6nemli yer tutan bu proteinlerin rekombinant
olarak ekspresyonlari koruyuculuklarinin belirlenebilmesi, s6z konusu proteinleri igeren asi

Bordetella pertussis;
BopD; BopN; LivJ; Fim2

kombinasyonlarinin denenmesi ve yeni flizyon proteinlerinin olusturulmasi gibi patojene karsi asi
gelistirme ¢alismalarinda kullanilabilmelerini saglamasi agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Recombinant Expression of Bordetella pertussis Putative Outer Protein
D (BopD), Putative Outer Protein N (BopN), Leucin/Isoleucine/Valin
Binding Protein (Liv)) and Type 2 Fimbria (Fim2)

Abstract

Whooping cough (pertussis) is a contagious upper respiratory tract infection primary causative agent of

which is gram-negative coccobacillus Bordetella pertussis. This disease, which may be fatal especially in

infants, is characterized by repeated, violent coughing spasms caused by infection and may results in

death. In this study, selected immunogenic proteins, namely Leucin/Isoleucin/Valin binding protein

Keywords (LivJ), Fimbria type 2 (Fim2) and members of Type 3 Secretion System (TTSS) Putative Outer Protein D
Bordetella pertussis; (BopD) and Putative Outer Protein N (BopN) expressed recombinantly. Genes of selected proteins were
BopD; BopN; Livl; Fim2  first cloned into pGEM®-T Easy vector and transformed to into E. coli DH5a cells, then cloned into
the expression vector pET-28a(+) and transformed into E. coli BL21(DE3) cells to express the proteins.

Expressed proteins were also purified by using His-tag columns. The molecular weights of the expressed

BopD and Fim2 proteins were higher than expected on SDS-PAGE. Leakage was observed during BopD

and BopN protein expression. Recombinant expression of these proteins, which take place in

pathogenicity, is really important because of their potential as a vaccine candidate. After detection the
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protective capacity of these proteins, it might be possible to use them in combinations or as fusions in

vaccine development studies.

1. Giris
Bogmaca daha c¢ok yeni doganlarda ve kiiclk
cocuklarda, son zamanlarda ergen ve eriskinlerde

akut bir
hastaligidir. Etkeni gram negatif bir patojen olan

gorilen ciddi seyirli, solunum vyolu
Bordetella pertussis’tir. Kizamiktan sonra en g¢ok
bildirimi yapilan hastalik olan bogmaca herhangi bir
yasta ortaya genelde

gocuklarda o©zellikle 0-12 aylik bebeklerde birinci

ctksa da asilanmamis
derecede 6lim nedenidir (Cherry and Heininger
2004). Diinya Saglik Orgiti’nin (WHO) yaptig
actklamalara gore 2000 yilinda diinyada yaklasik 39
milyon bogmaca vakasi gorilmis ve bunlarin
yaklasik 300.000'i o6limle sonuglanmistir. Yine
WHO'ya gore, 2008 yilinda diinyada % 95’i gelismis
Ulkelerde olmak Uzere goérilen 16 milyon bogmaca
vakasinin 195.000’i 6limle sonuglanmistir (Int. Kayn
1). 1970’li yillarda baslayan diinya ¢apindaki asilama
kampanyalari hastaligin goriilme sikligini azaltsa da
dahil
Ulkelerde bile bogmacanin yeninden ortaya ¢ikisiyla

glinimiizde bu asilama programlarina

ilgili raporlari gormek mimkindir. Gelismekte olan

Ulkelerde bogmaca, asi ile onlenebilir 6lim
nedenleri arasinda ©n siralarda yer almaktadir

(Crowcroft and Britto 2002, Berbers et al. 2009).

Teshiste  kullanilan  yontemlerin  gelismesi,
hastaliklarla ilgili farkindaliklarin artmasi,
patojenlerin adaptasyonu ve azalmis asilama
kapsami gibi faktorler bogmacanin yeniden

gorilmesinde oldukga etkiliyken, asil nedenin asi
kaynakh bagisikhgin ergenlerde ve vyetiskinlerde
zamanla azalmasi oldugu distntlmektedir (Mooi
2009, Tefon et al. 2011). Gorilme sikliginin daha ileri
yaslara kaymasi, mevcut asilarin klinik etkinligini
arttirmak icin koruyuculugu yiiksek yeni proteinlerin
arastirilmasini  ve Uretilmesini oldukca 6nemli
kilmaktadir. Tip 2 fimbriya (Fim2), patojenin epitel
hicrelerinin hicre disi matriksine baglanmasinda rol
oynayan, bircok mikroorganizmada oldugu gibi B.
pertussis’te de iyi bilinen ve hélihazirdaki asinin bir
komponenti olarak da kullanilan bir proteindir (de

Gouw 2011). Lésin/izoldsin/Valin baglayici protein

© Afyon Kocatepe Universitesi

(LivJ), periplazmik baglayici proteinlerden biridir ve
immiinojenik aktivitesi daha 6nce fare ve insan
serumu kullanilarak yapilan gesitli imminoproteom
calismalarinda da gosterilmistir (Zhu et al. 2010;
Tefon et al. 2011, Tefon et al., 2013). Dis zar proteini
D (BopD) ve dis zar proteini N (BopN), birgcok Gram-
negatif patojenin viriilans faktorlerini salgilamak icin
kullandigr  Tip Il Salgilama Sisteminin (TTSS)
tyeleridir (Yuk et al. 2000). BopD, B. bronchiseptica
ile enfekte olmus hiicrelerde sitotoksisitenin ortaya
¢tkmasinda gorev alir. Tefon vd. (2011), BopD’nin
Tirkiye’de daha once asi Gretiminde kullaniimis olan
yerel izolat B. pertussis Saadet'te yiliksek oranda
ifade edildigini gostermistir. Efektor bir protein olan
BopN, enfekte olmus nislerin immiin sistemden
korunmasinda gorev alan anti-enflamatuar sitokin
IL-10'un  miktarinin

(Nagamatsu et al. 2009).

artmasina  neden  olur

Bu calismada B. pertussis’e ait BopD, BopN, Liv) ve

Fim2 proteinlerine ait genler, pGEM-T Easy

vektériine klonlanarak Escherichia coli DH5a
hicrelerine atilmis, ardindan genlerin pET-28a(+)
vektériine klonlanmasiyla E. coli BL21(DE3)

hicrelerinde his isaretli rekombinant proteinlerin
ifadesi gerceklestiriimis ve elde edilen proteinleri
saflastirilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Plazmidler, Bakteri Suslari

Bu calismada B. pertussis Tohama | susu [Prof. Dr.
Gilay Ozcengiz (ODTU,
saglanmistir] kullanilmistir. E. coli DH5a (ATCC,
Manassas, VA, ABD) ve E. coli BL21 (DE3) (Novagen,
Almanya) suslan sirasiyla klonlama ve gen ifadesi
cahsmalar icin  kullanilmistir.  pGEM®-T Easy
(Promega, WI, ABD) ve pET-28a (+) (Novagen, WI,
ABD)
proteinlerin E. coli BL21(DE3) susunda ifadesinde

Tirkiye) tarafindan

vektorleri  klonlamada ve rekombinant

kullanilmistir

B. pertussis hiicrelerinin biyime ortami olarak kati

olan Cohen-Wheeler agar besiyeri
2

bir besiyeri
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modifiye edilerek kullanilmistir (Sato and Arai, 1972).
E. coli DH5a hiicreleri 100 pug/mL ampisilin iceren
Luria-Bertani (LB) sivi besiyerinde buyutilmus ve
ampisilinli LB agar petri kaplarinda daha sonraki
calismalarda kullanilmak Uzere tutulmustur. E. coli
BL21(DE3) hiicreleri 50 pg/mL kanamisin iceren
Luria-Bertani (LB) sivi besiyerinde blyutilmis ve
kanamisinli LB agar petri plaklarinda daha sonraki
¢alismalarda  kullaniimak  (zere
daha

kullanabilmek amaciyla %20 gliserol-NaCl ¢ozeltisi

tutulmustur.

Bakterilerden sonraki calismalarda

stogu hazirlanarak, -80 °C’de saklanmistir.

2.2 Molekiiler Klonlama Deneyleri

B. pertussis’ Tohama’ya ait kromozomal DNA, Storm
vd. (2006)'nin modifiye metodu kullanilarak elde
edilmistir. Bakteriler Cohen-Wheeler agar besiyerine
(Sato and Arai 1972) 37 °C’'de 3 giin boyunca
blyttlldikten sonra, hiicreler 200 uL TEN tampon
kazinmis, 100°C'de 10 dak.
13.000 rpm’de 2 dak.
boyunca santriflij edilmistir. Santriflij sonrasi elde

¢Ozeltisi igine

inkibasyonun ardindan,

edilen slipernatant 4°C’de saklanmis polimeraz zincir
(PCR)
kullanilan primerler, NCBI'da bulunan bopD, bopN,

reaksiyonlarinda kullanilmistir.  Calismada
fim2 ve liv) gen dizileri baz alinarak tasarlanmistir
(Gene ID bopD: 2667094; bopN: 2665952; fim2:
2665370 livJ: 2665126) (Cizelge 1) ve Sentegen

firmasindan (Turkiye) temin edilmistir.

Cizelge 1. PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler.

Restriksiyon enzimi kesim bdlgeleri koyu olarak
gosterilmistir.
Gen Primer PCR Uriinii
Adi/ID adi Oligoniikleotid Sekans Buyikligi
bopD/ DF 5’-ggatccatgtctgtttctecgacttege - 37
2667094 DR 5’- gaattctcagatattgcgggcecacg - 3’ 941 bp
bopN/ NF 5’- ggatccatgactcgtatcgatgecg - 3’
2665952 NR 5’- gaattctcatgcgttctccattgeta - 3’ 1097 bp
fim2/ DF 5’- ggatccgtgttacccatgcaaatcect - 3’
2665370 DR 5’- gaattcctaggggtagaccacggaaa - 3’ 632 bp
livl/ JF 5’- gaattcatgaacaaggcatttcgtttcac - 3’
2665126 JR 5’- aagcttttacttgtacgacgtcttgetg - 3’ 1127 bp

PCR i¢in reaksiyon tlpline 10X Taq Polimeraz
Tampon sollisyonundan 5 pL, 25 mM MgCl,’den 5 L,
10 uM primerlerden 2 pL, 10 mM dNTP’den 1 pL,
DMSO’dan 1 pL, genomik DNA’dan 0.5 pg, Taq
polimeraz enziminden (Thermo Scientific, ABD) 1 pL
eklenerek son hacim steril dH,O ile 50 pl'ye

tamamlanmistir. Gen bdlgelerinin g¢ogaltiimasi igin
belirlenen PCR kosullar Cizelge 2’'de verilmisgtir.

Cizelge 2. Genler ¢ogaltilabilmesi icin gerekli olan PCR
kosullari.

Sicaklik Siire
bopD bopN fim2 livy
ilk denaturasyon 94 °C 94 °C 94 °C 94 °C 10 dak
Denaturasyon 94 °C 94 °C 94 °C 94 °C 1 dak
Primer baglanma 60 °C 60 °C 56 °C 56 °C 1 dak
Uzama 72 °C 72 °C 72°C 72°C 1 dak
Son uzama 72 °C 72 °C 72°C 72°C 10 dak

PCR, T100 Thermal Cycler (BioRad, ABD) cihaz
kullanilarak gergeklestirilmis ve genler icin her bir
dongi 35 kere tekrarlanmistir. PCR {rlinleri %1’lik
(w/v) agaroz jelde 100 V’da 60 dak. yurutilmis ve UV
cihazi altinda gériintiilenmistir. istenen bantlar
jelden ellisyonu igin Zymoclean Gel DNA Eliisyon Kiti

(Zymo Research, ABD) kullanilarak yapilmistir.

PCR Grinleri pGEM®-T Easy vektoriine klonlandiktan
sonra kompetan E. coli DH5a hiicrelerine aktariimis
ve mavi-beyaz koloni secimi icin hilicreler 100 pg/mL
ampisilin, 20 mg/mL X-gal, 100 mg/mL IPTG iceren LB
agar besiyerine ekilmistir. E. coli hicrelerinden
plazmid izolasyonu Zyppy™ Plasmid Miniprep
(Zymogen) kiti kullanilarak dreticinin talimatlarina
gore yapilmistir. Transformasyonlari dogrulamak ve
ekspresyon vektoriine klonlamak amaciyla pGEM®-T
vektoériinden bopD geni BamH | ve EcoR |; bopN geni
BamH | ve EcoR |; liv) geni EcoR | ve Hind Ill ve fim2
ise BamH | ve EcoR | restriksiyon enzimleri kullanarak
kesilmistir. Dogrulanan genler alkalin fosfataz ile
muamele edilen ve uygun restriksiyon enzimleriyle
pET-28a(+)
klonlanarak kompetan E. coli BL21(DE3) hiicrelerine

kesilmis ekspresyon  vektériine
transforme edilmistir. Hicreler 50 pg/mL kanamisin
iceren LB agar besiyerine inokiile edilmistir. Genlerin
DNA sekans analizleri BM Labosis Inc. tarafindan
(Tarkiye) yapiimistir. Elde edilen niikleotit sekanslari,
Ulusal Merkezi’'ndeki (NCBI)
sekanslarla dogrulanmistir

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Biyoteknoloji Bilgi

2.3. Protein ifadesi ve Saflastiriimasi

istenilen geni tasidigl dogrulanan transformant
BL21(DE3) hicreleri 50 pg/mL kanamisin iceren 5 mL

LB sivi  besiyerinde 37 °C'de gece boyu
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blyatilmistur. Kaltirden alinan 0.1 mL 6rnek,
kanamisin iceren 2 adet 10 mL LB igeren kiltdr
sisesine ekilmis ve hiicresel yogunluklari OD600’de
0.6’ya mM  IPTG
tiyogalaktopiranozid) ile indliklenmislerdir.

gelince 1 (izoproril-B-D-
indiiksiyondan 4 saat sonra hiicreler santrifiijle
toplanmis, pellet 2 kere 2 mL dH;O0 ile yikanmis ve
Gzerine 50 pL Thorner tampon ¢ozeltisi (8M (ire, 5%
SDS, 40 mM Tris- pH 6.8, 0.1 mM EDTA, 0.4 mg/mL
bromofenol taze B-
merkaptoetanol) eklenerek bir gece -20 °C'de

mavisi, %5 eklenmis
saklanmigtir. Ertesi giin o6rnekler “1 dak. buzda
bekletme” ardindan “1 dak. vorteksleme” olacak
sekilde 5 kere vortekslenmis ve 5 dak. 80 °C’de
bekletilmistir. Orneklerin (istiine boya icermeyen
250 pL Laemmli o6rnek tampon ¢ozeltisinden
(Laemmli 1970) eklenerek 70 °C’de 1 dak. daha
bekletilmistir. 12000 g’'de 10 dak. santrifljlenen
orneklerin protein ekstraktini iceren slipernatant
kismi alinmistir ve Bradford yontemiile (Ramagli and
1985)
Orneklerin saflastiriimasi His-Spin Protein Miniprep

Rodrigez konsantrasyonlari belirlenmistir.
(Zymogen) kiti kullanilarak Ureticinin talimatlarina

gore yapilmistir.

3. Bulgular
3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyon ve Genlerin pGEM ®-
T Easy Vektoriine Klonlanmasi

B. pertussis’e ait genomik DNA izole edilerek livJ,
fim2, bopD ve bopN genlerinin ¢ogaltilmasinda
kullanilmistir.  Reaksiyon  Grlinleri agaroz jel
elektroforezi yapildiktan sonra géruntiilenmistir ve
Grlnler jelden ekstrakte edildikten sonra pGEM®-T

Easy klonlama vektoériine klonlanmistir (Sekil 1).

M 1 2 3 4
1500 bp
1127 bp livJ
1000 bp 1098 bp bopN
800 bp 941 bp bopD
— 632 bp fim2

Sekil 1. bopD, bopN, livJ ve fim2 genlerinin PCR reaksiyonu

sonuglari. M: Markér (Hyper Ladder™ 1 kb, Bioline); Kolon
1: bopD (941 bp) PCR Urini; Kolon 2: bopN (1098 bp) PCR

Gruni; Kolon 3: /ivJ (1127 bp) PCR (riini ve Kolon 4: fim2
(632 bp) PCR Uriin.

livd, fim2, bopD ve bopN ligasyon Urlnleri E. coli
DH5a kompetan hiicrelerine aktariimis ve hiicreler,
rekombinant olanlari segebilmek igin X-gal, IPTG ve
ampisilin iceren LB agar petri kaplarina inokile
edilmistir. Secilen beyaz kolonilerden plazmidler
izole edilmis ve klonlamayr dogrulamak igin
(Sekil  2).
Restriksiyon enzimi kesimlerinde bopD, bopN ve fim2

restriksiyon enzimleriyle kesilmistir
genleriicin BamH | ve EcoR |; liv) geni iginse EcoR | ve

Hind Ill enzimleri kullaniimistir.

M 1 2 3 4 5
3015 bp
PGEM®-T Easy
o0t W,
1 0
ggg gg 941 bppbop%
600 bp 632 bp fim2

Sekil 2. bopD, bopN, livi ve fim2 pGEM®-T Easy vektoriine
klonlanmasinin

restriksiyon  enzimleri  kesimi ile
dogrulanmasi. M: Markor (Hyper Ladder™ 1 kb, Bioline);
Kolon 1: BamH | ve EcoR | ile kesilmis pGEM®-T Easy
vektori; Kolon 2: BamH | ve EcoR | ile kesilmis bopD genini
taslyan pGEM®-T Easy; Kolon 3: BamH | ve EcoR 1| ile
kesilmis bopN genini tasiyan pGEM®-T Easy; Kolon 4: EcoR
| ve Hind 1l ile kesilmis bopN genini tasiyan pGEM®-T Easy
ve Kolon 5: BamH | ve EcoR | ile kesilmis fim2 genini tasiyan

pGEM®-T Easy.

3.2. livl, fim2, bopD ve bopN Genlerinin pET-28a (+)
Ekspresyon Vektériine Subklonlanmasi

C ve N uglarinda His-Tag sekansi taslyan pET-28a (+)
ekspresyon vektoriinde genlerin ekspresyonu T7
promotorinidn kontroli altindadir. Vektér bopD,
bopN ve fim2 genlerinin subklonlanmasi icin BamH |
ve EcoR |; livJ geninin subklonlanmasi icinse EcoR | ve
Hind 1l enzimleriyle kesilmis ve alkalin fosfataz ile
muamele edilmistir. pPGEM®-T Easy vektoriinden ilgili
enzimlerle kesilen genler pET-28a(+) vektorine
pET-28a(+)'ya
kompetan

atilmistir. atilan genler E. coli
BL21(DE3)

edilmistir. Hiicreler kanamisin iceren LB agar petri

hicrelerine  transforme

kaplarinda buyltilmis, plazmidler rekombinant
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kolonilerden izole edilmis ve klonlama restriksiyon
enzimi kesimleri ile dogrulanmustir (Sekil 3).

3.3. Rekombinant livj, fim2, bopD ve bopN
Genlerinin ve E. coli BL21 (DE3)’te Ekspresyonu ve
Proteinlerin Saflastiriimasi

Hiicrelerin ekspresyon deneyleri icin kontrol olarak,
bos pET-28a(+) ile transforme edilmis E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinden (bos hiicre) 2 adet 10 mL
kanamisin iceren LB besiyeri
kiltirlerden biri IPTG ile indlklenirken digeri oldugu
gibi birakilmistir. ilgilenilen genleri iceren pET-28a(+)
ile transforme edilmis E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin
ekspresyonlarinda her bir 6rnek icin 2 adet 10 mL
kanamisinli LB besiyeri Her bir

proteinin ekspresyon deneyi igin, 2 kiltlirden birine

hazirlanmis ve

hazirlanmistir.

IPTG eklenerek His-tag ile isaretlenmis rekombinant
BopD (31.9 kDa), BopN (38.9 kDa), LivJ (39 kDa) ve
Fim2 (21.9 kDa)
indiklenmistir. Diger bir kiltir ise kontrol olmasiigin
oldugu gibi birakilmistir (Sekil 4A, 4B, 4C ve 4C).

proteinlerinin  ekspresyonu

Ekspresyon ve His-tag saflastirilmasi sonrasinda

protein miktari tayinleri Bradford yontemi ile
yapilmis ve 0,491 mg/mL BopD proteini, 0,502 mg/
mL BopN proteini, 0,301 mg/mL Liv) proteini ve

0.231 mg/mL Fim2 proteini elde edilmistir.

1 2 3 4
5000 bp H u
1500 bp \ ‘
1000 bp

800 bp =y

600 bp

Sekil 3. bopD, bopN, liv) ve fim2 pET-28a(+) vektoriine
klonlanmasinin

M

5369 bp
PET-28a (+)

1127 bp livJ
1098 bp bopN

941bp bopD
=632 bp fim2

restriksiyon  enzimleri  kesimi ile
dogrulanmasi. M: Markor (Hyper Ladder™ 1 kb, Bioline);
Kolon 1: BamH | ve EcoR | ile kesilmis bopD genini tasiyan
pET-28a(+); Kolon 2: BamH | ve EcoR | ile kesilmis bopN
genini taslyan pET-28a(+); Kolon 3: EcoR | ve Hind lll ile
kesilmis bopN genini taslyan pET-28a(+) ve Kolon 4: BamH

| ve EcoR | ile kesilmis fim2 genini tasiyan pET-28a(+).

4. Tartigma ve Sonug¢

Asilamayla 6nlenebilen bir hastalik olan bogmaca
yaklasik G¢ ila dort yilda bir gorilen salginlar
nedeniyle halen bir saglik problemi olarak yerini
korumaktadir (Yilmaz et al. 2018) ve 2018 yilinda
diinya 151.074 bogmaca
goruldagi bildirilmistir (Int. Kayn 2). Patojenitenin
anlasilmasinda rekombinant proteinlerin yayginlikla

Uzerinde vakasinin

kullanildigi  bilinmektedir ve bu proteinlerin
koruyuculuklarini gosteren bircok calisma literatiirde
yer almaktadir. 2015 yilinda bir ylizey proteini olan
rOmpA'nin E. coli enfeksiyonunu oOnlemek igin
aseluller asi gelistirilmesinde kullanilabilecek umut
verici bir aday protein olabilecegi ileri stirlilmustir
(Guan et al. 2015) . Yine imminojeniteleri gesitli
¢alismalarla gosterilmis olan rekombinant Bordetella
proteinlerinin koruyuculuklarini gésteren ¢alismalar
mevcuttur. Monofosforil lipid A ile birlikte farelere
uygulanan rekombinant demir-silfat proteinin
koruyuculugu gosterilmis ve bu kombinasyonun
aseliler bogmaca asisi aday bileseni olarak
kullanilabilecegi 6ne sirGlmistir (Yilmaz et al.
2016).

proteininin

B. pertussis’e at bir demir transport
(rAfuA) B.

parapertussis enfeksiyonlarina karsi koruyuculuk

rekombinant formunun

gosterdigi belirlenmistir (Alvarez Hayes et al. 2017).
Rekombinant SphB1 ve Vag8 (SV) proteinlerinden
olusan karisimin farelerin alt solunum yolundaki
patojen ylkiinl azaltarak bogmacaya karsi koruma
sagladigi ve bu antijenlerin mevcut aseliiler bogmaca
asisinin iyilestirilmesi amaciyla kullanilabilecek bir
potansiyele sahip oldugu belirtilmistir (Suzuki et al.
2017). B. BP1253
rekombinant olarak ifade edilerek bu proteinin

pertussis’e  ait proteini
bakterinin patogenezinde 6nemli rol oynayabilecegi
one slirilmistir (Moramarco et al. 2019).

BitUn bu veriler 1siginda yapilan g¢alismada ileride
birlikte
koruyuculuklari arastirilacak olan rekombinant BopD
(31.9 kDa), BopN (38.9 kDa), Livl (39 kDa) ve asi
komponenti Fim 2 (21.9 kDa) proteinlerinin pET-
28a(+) ekspresyon vektori  kullanilarak  E.
coli BL21(DE3) hicrelerinde ifadeleri ve ardindan

saflastirilmalari basariyla gerceklestirilmistir.

yapilacak olan hayvan deneyleriyle
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Calismada, 31.9 kDa’luk BopD proteininin ve 21.9
kDa’luk Fim2 proteininin SDS poliakrilamid jel
daha
agirhginda bant verdigi gdzlemlenmistir. Literatiirde

Uzerinde beklenenden blylik molekdl
proteinlerin hiicre icindeki modifikasyonlar ya da
tersiyer yapilari nedeniyle SDS jel lzerinde daha
yavas yuridigi ve bu nedenle daha blyik molekdler
agirlikta gorilebildigi (Rainbow et al. 1997, Yu et al.
1997, Benz and Schmidt 2002, Mudd et al. 2008,
Rath et al. 2008) ve ayni zamanda daha 6nce His-
tag’li jelde
beklenenden daha biiyiik bantlar verebildigi Alger ve
Williams (2002) tarafindan belirtilmistir. Yine jelde
daha yiiksek molekdl agirhginda bir bant goriilmesi
disilfid
gapraz baglarin, proteinin SDS jeldeki yiriylisiini

proteinlerin de SDS polakrilamid

durumu, proteinlerdeki intermolekiler
etkileyebilmesiyle ve proteinin post translasyonel
modifikasyona ugramis halinin de jelde bulunmasiyla

aciklanabilir (Kumar et al. 1993).

Calismada, BopD ve BopN proteinlerinin
indiklenmemis o6rneklerde de eksprese oldugu
gorlilmistiir. Rekombinant proteinlerin ifadesinde
en yliksek protein verimi elde edilen sistem en sik
kullanilan T7 RNA polimeraz promotoriine bagh E.
coli ekspresyon sistemidir (Briand et al. 2016). Zaman
zaman kacak protein Gretiminin bu promotoéri iceren
E. coli BL21(DE3) konak hiicrelerinde gorildiugi
bilinmektedir (Gopal and Kumar 2013, Briand et al.
2016, Lietal. 2017). Kagak protein ifadesi tretilen bu
proteinler ancak hiicrelere toksik etki gosterdiginde
problem olusturabilmekte ve IPTG indiklenmesinin
ardindan eksprese edilmek istenen protein
konsantrasyonunda disisle kendini géstermektedir
(Briand et al. 2016).

orneklerde indiklemeden sonra gecen 4 saatte

Bu calismada bahsedilen

indiklenmis hilicre yogunlugunda, indiiklenmemis
ornek yogunluguna kiyasla herhangi bir azalma
gorilmemistir.

Rekombinant olarak ifade edilen proteinlerin His-tag
saflastirilmalari sirasinda gorilen verim dustklGgi

nedeniyle verimi arttirmak igin optimizasyon
¢alismalari da vyapilmistir: Buna goére, protein
ekstraksiyonu sirasinda daha o6nce kullanilan

Laemmli sollisyonu yerine kitte onerildigi Gzere 8M
Ure, 10 mM imidazol, 0.1 M sodyum fosfat ve 0.01 M
Tris iceren baglanma sollsyonu (pH:8) kullanilarak
spesifik olmayan baglanmalar engellenmistir. Yine
ayni sekilde yikama sollisyonundaki imidazol
konsantrasyonlari 25 mM, 50mM ve 100 mM olacak
sekilde degistirilerek yikama sirasinda kaybedilen
protein miktarinin minimuma indirilmesi
amaglanmis ve en iyi sonucun 50 mM imidazol
konsantrasyonunda alindigi  gorGlmustir.  Ayni
zamanda verimi arttirmak amaciyla proteinlerin en
son olarak elde edildigi ellisyon ¢ozeltisi miktari 150
pL’den 50 pl'ye disirilerek proteinlerin yogunlugu

arttirilmistir.

Tim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, Dorji
et al. (2017)'nin de belirttigi gibi Bip A, Vag8, TCT ve
TTSS efektor
bogmacaya karsi asl gelistirmede potansiyel aday

proteinleri gibi yeni proteinlerin
olarak degerlendirilmesi 6nemlidir. B. pertussis ’e ait
onemli virlilans faktorlerinden BopD, BopN Fim2 ve
Liv) proteinlerinin rekombinant olarak elde edilmesi
ilerde  yapilacak olan asi  g¢alismalarinda
kullanilabilmeleri agisindan 6énem tasimaktadir. Bu
calismanin 1siginda, eksprese edilen proteinlerin
koruyuculuklarinin  belirlenmesini  takiben soz
konusu proteinleri de iceren asi kombinasyonlarinin
denenmesi ve yeni flizyon proteinlerinin
olusturulmasi bu alanda vyapilabilecek olan yeni

calismalar arasinda yer almaktadir.
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Sekil 4. Eksprese edilmis ve His-tag saflastiriimasi yapilmis BopD, BopN, Livl] ve Fim2 proteinlerini gdsteren SDS
poliakrilamid jel. A) M: Markér (Pierce™ Unstained Protein MW Marker, ThermoFischer), Kolon 1: indiiklenmemis, bos
plazmid iceren E.coli BL21(DE3), Kolon 2: indiiklenmis, bos plazmid igeren E.coli BL21(DE3), Kolon 3: indiiklenmemis
BopD, Kolon 4: indiiklenmis BopD, Kolon 5: His-tag saflastirilmasi yapilmis, indiiklenmemis BopD, Kolon 6: His-tag
saflastiriimasi yapilmis, indiiklenmis BopD. B) M: Markér, Kolon 1: indiikklenmemis, bos plazmid iceren E.coli BL21(DE3),
Kolon 2: indiiklenmis, bos plazmid iceren E.coli BL21(DE3), Kolon 3: indiiklenmemis BopN, Kolon 4: indiiklenmis BopN,
Kolon 5: His-tag saflastirilmasi yapilmis, indiiklenmemis BopN, Kolon 6: His-tag saflastiriimasi yapilmis, indiiklenmis
BopN. C) M: Markér, Kolon 1: indiiklenmemis, bos plazmid iceren E.coli BL21(DE3), Kolon 2: indiiklenmis, bos plazmid
iceren E.coli BL21(DE3), Kolon 3: indiiklenmemis LivJ, Kolon 4: indiiklenmis LivJ, Kolon 5: His-tag saflastiriimasi yapilmis,
indiiklenmemis Liv), Kolon 6: His-tag saflastirilmasi yapilmis, indiiklenmis Liv). D) M: Markér, Kolon 1: indiiklenmemis,
bos plazmid iceren E.coli BL21(DE3), Kolon 2: indiiklenmis, bos plazmid iceren E.coli BL21(DE3), Kolon 3: indiiklenmemis
Fim2, Kolon 4: indiklenmis Fim2, Kolon 5: His-tag saflastiriimasi yapilmis, indiklenmemis Fim2, Kolon 6: His-tag
saflastiriimasi yapilmis, indiklenmis Fim2.
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