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ONSOZ

Asilar, cogunlukla patojenlerin zayiflatilmasina veya etkisizlestirilmesine dayali
olarak gelistirilmektedir. Immiinoloji, molekiiler biyoloji, biyokimya, genomik ve
proteomik alanindaki gelismeler, asilama alanina yeni bakis acilar1 kazandirmaktadir.
Rekombinant proteinlerin kullanimi, birka¢g koruyucu antijene karsi odaklanan
bagisiklik tepkilerinin hedeflenmesine izin vermektedir. Gerekli 6zelliklere baglh
olarak biiyiik miktarlarda protein iiretimine izin veren, farkli avantajlara sahip cesitli
ifade sistemleri bulunmaktadir. Kopyalanmayan plazmitlerden olusan DNA asilari,
gliclii uzun vadeli hiicresel bagisiklik tepkilerini indiikleyebilmektedir. Prime-boost
stratejileri, bagisiklik tepkisini genisletmek i¢in farkli antijen dagitim sistemlerini
birlestirmektedir. Genel olarak, bu stratejilerin tiimii avantaj ve dezavantajlar
gostermektedir ve bunlarin kullanimi, hedef patojenin enfeksiyon mekanizmalarinin

ve koruma i¢in gerekli olan bagisiklik tepkisinin bilinmesine bagli olmaktadir.

Farkli etiyolojik ajanlardan gelen birka¢ gen, as1 olarak test edilmek tizere
klonlanmis, ifade edilmis ve saflagtirilmistir. Bakteri, maya, memeli hiicreleri ve bocek
hiicreleri gibi antijenik protein bilesenleri i¢in antijenik determinanti kodlayan
DNA'nin eklenebildigi ve ifade edilebildigi ¢esitli ifade sistemleri bulunmaktadir.
Bununla birlikte, antijen ekspresyonu i¢in sistem sec¢ilmeden Once birka¢ faktor
dikkate alinmalidir. Her bir spesifik ekspresyon vektorii ve promotor kullanilarak elde
edilen ekspresyon seviyesi, segilen markerler, rekombinant vektor tarafindan
translasyon sonrasi1 modifikasyonun varligi veya yoklugu, as1 olarak rekombinant
antijenlerin Uretiminin etkinligine miidahale eden temel Ozelliklerdir. Bakteriyel
ekspresyon sistemleri, kullanim kolaylig1 ve yiiksek diizeyde ekspresyon kapasiteleri
nedeniyle en ¢ok kullanilanlardir. Ancak, translasyon sonrast modifikasyonlarin (6rn.
glikosilasyon) gerekli oldugu antijenler i¢in memeli veya bocek hiicrelerinin

kullanilmas1 diistiniilmelidir.

Vi



Giliniimiizde arastirilan asilarin ¢ogu, yiiksek oranda saflagtirilmis rekombinant
proteinlere veya patojenlerin alt birimlerine dayanmaktadir. Su anda insanlarda
kullanilan rekombinant protein asilarinin klasik 6rnegi, hepatit B ve papilloma virtiise

kars1 agilardir.

Rekombinant proteinlere dayali asilar, giivenlik ve iiretim maliyeti gibi
geleneksel asilarla karsilastirildiginda ¢esitli avantajlar sunsa da, ¢ogu tek basina
verildiginde zayif veya zayif immiinojenisite gosterir ve bu nedenle koruyucu ve uzun

stireli bir etki saglamak i¢in adjuvanlarin kullanilmasini gerektirmektedir.
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1.GIRIS

Clostridium perfringens alfa toksin gaz kangreninde, hemoliz, trombosit
agregasyonunda, kan damarlarinin kasilmasinda, siiperoksit iiretiminde, sitokin storm
olusumunda ve sonug olarak 6lim meydana gelmesinde 6nemlidir. C. perfringens
enterotoksin (CPE) gida kaynakli ve gida kaynakli olmayan insan gastrointestinal
hastaliklarindan ve gastrointestinal semptomlardan sorumludur. Nekrotik enteritte
onemli virulans faktor olan C. perfringens beta2 toksini (CPB2) insanlar ve evcil
hayvanlardaki gastrointestinal hastaliklarda potansiyel bir aksesuar toksini olarak
tespit edilmektedir. Rekombinant toksin, Clostridial toksinlere karsi potansiyel

koruyucu ve tedavi edici adaylar olarak tanimlanmaktadir.

Onerilen tez calismasinin  konusu, Clostridium perfringens tip A
intoksikasyonlari i¢in koruyucu ve tedavi edici amagli rekombinant enterotoksin, Alfa
ve Beta2 toksin gelistirilmesidir. Clostridium perfringens, Clostridiaceae
familyasinda, anaerobik, gram pozitif, sporlu, hareketsiz, ¢ubuk formunda bir
bakteridir. Etken alfa, beta, gama, epsilon ve iota toksinleri ile lesitinaz, hemolizin,
hiyalurinidaz, kollogenaz, DNase (deoksiriboniikleaz) ve amilaz gibi hidrolitik
enzimlerine gore A, B, C, D ve E olmak iizere tiplendirilir. Clostridium perfringens,
dogada, hayvanlarin ve insanlarin bagirsaklarinda yaygin olarak bulunan bir bakteridir
(Linch ve ark, 2006; Maclane ve ark., 2013). Clostridium perfringens toksinlerinin
Clostridium perfringens’in neden oldugu ve hafif seyirli gida infeksiyonlarindan,
6limciil nekrozlara kadar degisebilen hastalik tablolarinin olusumunda etkili 16 farkl
viriilens faktorii bulunmaktadir. Bunlardan 12 tanesi tirettigi toksinlerdir. Diger 6nemli
viriilens faktorleri arasinda enterotoksin, hemolizin, néraminidaz (sialidaz) ve etkenin

dinamik metabolik aktivitesi yer aldig1 bildirilmektedir (Rodd ve Cole, 1991).

Bu tez ¢alismasinda, Clostridium perfringens intoksikasyonlari i¢in koruyucu ve
tedavi edici amaclh rekombinant enterotoksin, alfa ve beta2 toksin gelistirildi. Bu

amagla diinya ¢apinda ve 6zellikle Tiirkiye’ de en sik izole edilen C.perfringens type



A’ ya kars1 rekombinant toksinler gelistirilmistir. Bu rekombinant proteinler koruyucu
ve tedavi amagcla kullanima hazirlanmistir. Hazirlanan proteinler immun serum olarak
gida enfeksiyonlarin’da tedavi amagl kullanilabilir. Ayrica C.perfringens teshis kiti
olarak enfeksiyona neden olan toksinlerin belirlenmesinde 6neme sahiptir. Bu ¢alisma
iilkeye ekonomik olarak katki saglayacaktir. Bu tez calismasi Ankara Universitesi
Bilimsel Arastirma Proje Koordinasyon Birimi Koordinatorliigii (BAP) tarafindan

desteklendi.



1.1. Clostridia

Clostridium genusu ilk olarak 1880'de Prazmowski tarafindan tanimlanmustir.
Bu genus, farkli organizmalarda Gram pozitif, anaerobik, 1siya dayanikli
endosporlardan olusmasi bildirilmektedir. Clostridium genus iiyeleri, gram pozitif
bakterilerin erken evriminde ortaya ¢ikan ortak bir aileden gelen tiir olarak kabul
edilmektdir. Clostridial tiirlerin yaklasik tigte ikisi ¢evrede, hayvanlarda ve ¢lirliyen
bitki ortlisiinde yasayan zararsiz saprofit olarak bilinmektedir. Bu genus, 35'i
insanlarda ve hayvanlarda patojen olarak kabul edilen 120 farkli tiirden olustugu
bildirilmektedir (Shimizu ve ark., 2002; Gohari ve ark., 2021).

Homoloji ¢alismalarinda, 23S rRNA molekiillerini kullanim sonucunda, 56
Clostridial tiirii dort major gruba ayirilmaktadir. Grup I ve 11, diisiik G+C igerikli
(%24-32) iyi tanimlanmus tiirlerden ve grup 111, bagka bir gruba uymayan diisiik G+C
igerikli tilirlerden olugmaktadir. Ayrica Grup IV, yiliksek G+C igerigine sahip
organizmalardan (%41-42) olusmasi bildirilmektedir (Lyras ve Rood, 2006).

Clostridium genusunun 16S rDNA'ya dayali filogenetik siniflandirmasi, birkag
grup tarafindan genis ¢apta rapor edilmektedir. Ayrica 16S rDNA dizilimine dayali
olarak, Clostridium genusu 120 dogru tanimlanmis tiirden olusmaktadir. Stackebrandt
ve ark. (1999), 16S rDNA analizine dayali olarak Clostridium genusu i¢in 19 farkl
kiime tanimlamaktadir. Filogenetik analiz, cinsin aheterojen organizmalar grubundan
olustugunu gostermektedir. Clostridium botulinum ve C. perfringens, ayni kiimeye ait
gida kaynakl clostridial patojenler olarak belirlenmektedir (Sekil 1.1; Johanson ve
ark., 2006).
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Sekil 1.1.Clostridia'nin filogenetik iliskisi (Johanson ve ark., 2006).

Toksin treten bakteri tiirleri arasinda en fazla toksin iiretn bakteri genusu
Clostridia 'dir. Birkag Clostridial toksini kodlayan genler, biitiinlestirici olmayan
lizojenik bakteriyofaj veya plazmitler {izerinde bulunmaktadir. Ekstrakromozomal
elementler lizerinde viriilans genlerinin varlii, genetik instabilite ve nontoksijenik
yapilara yatay gen transferi gibi fenotipik 6zellikler ile sonuglanmaktadir. Patojenik
Clostridia tarafindan tiretilen giiglii hiicre dis1 toksinler, patojenik Clostridial tiirlerin
ortak bir 6zelligi olan hiicre ve doku hasarina neden olmaktadir. Patojenik Clostridia,
konakg1 doku afinitelerine gore genel olarak {i¢ grup olarak; ndrotoksik, histotoksik ve
enterotoksik Clostridia’dan olusturuldugu bildirilmektedir (Lyras ve Rood, 2006;

Gohari ve ark., 2021).




Ozet olarak, Clostridial genusu, C. botulinum, C. perfringens C. difficile ve C.
tetani gibi 6nemli patojenik tiirleri i¢erdigi bildirilmektedir. Clostridia genusu i¢indeki
patojenik tiirlerin, konak¢1 doku tizerinde dldiiriicii etkileri olan giiglii toksinler iirettigi
bilinmektedir. Bu viriilans faktorlerini kodlayan genler, plazmitler lizerinde bulunur
ve yatay gen transferi yoluyla edinildigi bildirilmektedir. Bu zoonotik organizmalar
oncelikle toprak kaynaklidir ve firsat¢1 kosullar altinda ¢ok c¢esitli memeli ve kus

tiirlerinde enfeksiyona neden olabildigi bildirilmektedir.

1.2.Clostridium perfringens

1.2.1. Clostridium perfringens’in Genel Ozellikleri

Louis Pasteur 1861°de, ilk kesfedilen clostridia tirii olarak Clostridium
butyricum’u bildirmektedir. Amerikali mikrobiyologlar Welch ve Nuttall tarafindan
1892'de, gangrenli yaralardan gram pozitif, anaerobik bir organizma izole edildi ve
organizma daha sonra Clostridium olarak tanimlandigi bildirilmektedir. Organizma,
asagidaki gibi ¢esitli isimlerle tanimlandigi bildirilmektedir: Bacillus aerogenus
capsulatus, Bacillus perfringens, Bacillus welchii ve Clostridium welchii. Organizma
simdi Clostridium perfringens olarak bilinmektedir. Yiiksek iireme hizi, oksijen
tolerans1 ve genetik mekanizmasinin manipiilasyonu o6zellikleri nedeniyle, C.
perfringens, toksijenik clostridia iginde bir prototip tiir olarak bilindigi bildirilmektedir
(Fisher ve ark., 2006; Kiu ve Hall, 2018).

Clostridium perfringens, firmicutes filum (gram pozitif hiicre duvari bakterileri)
igindeki Clostridia sinifina ait oldugu bildirilmektedir. Filum i¢inde kiimelenen diger
bakteri smiflart Clostridia ile Bacillales, Lactobacillales ve Mollicutes varlig
bilinmektedir. C. perfringens, Clostridiales takimindan(order), Clostridiacaea
familyasida yer almakla birlike C.difficile, C. septicum, C. botulinum ve C. tetani gibi



diger 6nemli bakteriyel patojenlerle birlikte bulunmaktadir. C. perfringens; Gram
pozitif, fakiiltatif anaerob (aerotolerant), hareketsiz, subterminal formda spor
olusturan, ¢ubuk (rod) seklinde; 0,6-2,4 um genisliginde ve 1,3- 9,0 um uzunlugunda
bir bakteri olarak bilinmektedir. Spor formu oval ve subterminaldir. Diger Gram
pozitif bakteriler gibi, C. Perfringens’ de stoplazmik lipit membran, teikoik asitler ve
kapsiil polisakkaritlerini igeren kalin bir peptidoglikan katmandan olusmaktadir. C.
perfringens katalaz, oksidaz, indol negatif, lesitinaz (alfa toksin), ve kollajenaz pozitif,
laktozu fermente edebilen, beta hemolitik, nitrati nitrite indirgeme ve siilfit indirgeme

ozelligine sahip oldugu bildirilmektedir (Hailegebreal, 2017; Gohari ve ark., 2021).

C. perfringens gelisimi 5,1- 9,7 araligindaki pH’de ve optimum pH 6-7
araliginda degismektedir. Sporlanma 5,1 ile 9,9 pH araliginda olusmaktadir. C.
perfringens 0,94-0,97 araligindaki su aktivitesinde, 42-50°C sicaklik araliginda
gelisimini siirdiirebilmektedir ve iireme, yiiksek miktarda gaz (H2) diretimi ile

karakterize edildigi bildirilmektedir (Li ve McClane, 2006).

Clostridium perfringens anaerobik bir organizma olarak sitrik asit dongiisiinden
yoksundur ve aerobik solunum yoluyla ATP iiretimi i¢in gerekli genlere sahip degildir.
Clostridium perfringens, enerjisini anaerobik fermantasyon yoluyla elde etmektedir.
Bu fermantasyon sonucu asetik asit, butirik asit ve laktik asit tirinleri tiretilmektedir
(Fisher ve ark., 2006).

Egg yolk agar media plaklari {izerinde tireyen C. perfringens lesitinaz aktivitesi
ile karakterize edilirken, Shahidi Ferguson Perfringens (SFP) agar iizerindeki lireme,
lesitinaz reaksiyonu ile birlikte siyah koloniler iireten siilfit indirgemesi ile karakterize
edilmektedir. C. perfringens kolonilerinin kanli agar plaklari {izerinde ¢ift hemoliz
bolgeleri iiretmekte ve bu reaksiyon C. perfringens'in 6zel tanimlamasi igin

kullanildig: bildirilmektedir (Allen ve ark., 2003)



Sekil 1.2. Shahidi Ferguson perfringens agar tizerinde Clostridium perfringens tiremesi, siyah
koloniler iireten siilfit indirgemesi ve opak bir hale iireten lesitinaz aktivitesi ile karakterize
edilmektedir ( Allen ve ark.,2003).

Sekil 1.3. Blood agar iizerinde, Clostridium perfringens tiremesi, ¢ift hemoliz zonlar ile
karakterize edilmesi gosterilmektedir (Allen ve ark., 2003).

Clostridium perfringens enerjisini mevcut besin kaynaklarinin ¢iiriimesinden ve
asidik yan driinlerin olusumundan almaktadir. Bakterinin bu anaerobik yasam

dongiisii, C. perfringens ile ilgili ¢esitli patolojilerin gelismesine yol agmaktadir.



Memeli gastrointestinal sistemi, organizmanin optimum gelismesi ve ¢ogalmasi i¢in
gerekli olan iyi bir karbon kaynagi, yiiksek sicaklik ve diger beslenme faktorlerini
tamin etmektedir. Ayrica, bagirsak fizyolojik dengesinin bozulmasi, C. perfringens'in
cogalmasini etkilemekte ve patojenik toksinlerin tiretimini etkiledigi bildirilmektedir
(McClane, 2007).

1.2.2.Clostridium perfringens'in Genetigi

Clostridial tiirlerin genom boyutu 2 ila 6,5 Mbp arasinda degismektedir.
C. perfringens’in ii¢ susunun genom dizisini diger patojenik clostridia’lar ile
karsilagtirilmast  sonucunda ortalama GC igeriginin yaklasik %28 oldugunu
gostermektedir. C. perfringens'in genom boyutu 3-4 Mbp arasinda degisildigi
bildirilmektedir (Myers ve ark., 2006).

Shimizu ve ark. (2002), C. perfringens'in viriilansla ilgili genlerinin
kolonizasyon faktorleri ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Diger bakterilerde
tanimlanan hemolizinlere benzeyen bes olasi hemolizin geni tespit edilmektedir. C.
perfringens'in farkl toksin tiplerinin, plazmitler ve transpozonlar gibi kromozom dist
elementlerin edinilmesi yoluyla evrimlesmis olabilecegi bildirilmektedir (Johansson
ve ark., 2006).

Clostridium perfringens’in, alfa toksin, beta toksin, teta toksin, iota toksin,
epsilon toksin, kappa toksin ve ayrica sialidaz dahil olmak {izere bir¢ok hiicre dis1
toksin ve enzim iiretme yetenegine sahip oldugu bildirilmektedir. Yukarida bahsedilen
toksin iretimine ek olarak, bazi C. perfringens suslari enterotoksin ve yeni bir beta2

toksini de tiretebildigi bildirilmektedir (Gurjar ve ark., 2007).



Alfa ve teta toksin kodlayan genler kromozom iizerinde bulunurken, diger

toksinleri kodlayan genler plazmitlerde bulundugu bildirilmektedir. Enterotoksin (cpe)

hem kromozomal hem de plazmidal genler tarafindan sentezlenmektedir. Gida

zehirlenmesi izolatlarinda enterotoksin (cpe geni) kromozomal, gida zehirlenmesi

olmayan insan gastrointestinal hastalik izolatlarda ve veteriner izolatlarinda, plazmidal

genler tarafindan sentezlendigi bildirilmektedir (Uzal ve ark., 2014; Hassan ve ark.,

2015).

Cizelge 1.1. Clostridium perfringens'in toksinleri (Johansson, 2006).

Toksin Gene lokasyonu Biyolojik aktivite
Alpha kromosome Sitolitik, hemolitik, dermonekrotik, letal
Theta kromosome Hemolitik, konakg1 inflamatuar yanitinin

modiilasyonu

Enterotoksin

kromosome/ Plasmid

Sitolitik, su ve iyon kaybu, Letal

Beta Plasmid Sitolitik, dermonekrotik, letal

Epsilon Plasmid Karaciger, bobrek, sinir sisteminde 6demler

lota (la & 1b) Plasmid Aktin hiicre iskeletinin bozulmasi ve hiicre zari
biitiinliiglini etkiler

Beta2 Plasmid sitotoksik, letal

1.2.3. Clostridium perfringens’in viriilans faktorleri

Clostridium perfringens, dogada, ozellikle toprakta, insan ve hayvanlarin

bagirsak yollarinda yaygin olarak bulunan Gram pozitif anaerobik spor olusturan bir

bakteri oldugu bildirilmektedir. Insanlarda klostridial miyonekroz (gazli kangren) ve

hafif enterotoksemiye neden olmaktadir. C. perfringens, ana toksin (a-, -, &- ve 1-

toksinler) {iretimine bagli olarak bes tipe (A'dan E'ye kadar tipler) ) ayrildigi

bildirilmektedir. Ayrica a-toksin (CPA), tim C. perfringens tiplerinde korunmakta ve




yapisal gen kromozom iizerinde bulunmaktadir. Plazmid iizerinde yer alan diger
toksinler C. perfringens'in siniflandirilmas: p-toksin (CPB, cpb geni), e-toksin (ETX,
etx geni) ve 1-toksin (ITX, iap ve ibp geni) kodlayan plazmitlerin varligina dayandigi
bildirilmektedir. C. perfringens tipleri arasinda A tipi insanlarda patojen olarak kabul
edildigi bildirilmektedir (Gohari ve ark., 2021).

Bir konak¢1 organizmada C. perfringens'in, gelismesi i¢in hem konak dokular
kiiglik boyutlu besinlere parcalanmali hem de besinlerin bakteri hiicrelerine hizli bir
sekilde tasinmasi gerektigi bildirilmektedir. C. perfringens'in bu yetenegi, konakg¢ida
hayatta kalmasim1i ve gelismesini saglamaktadir. C. perfringens gelismesinde,
konakg¢idan elde ettigi sekeri anaerobik glikoliz yoluyla enerji tretmek igin
kullanmakta ve bu sirada bol miktarda gaz irettigi bildirilmektedir (Ohtani ve
Shimizu., 2016).

C. perfringens toksinleri spesifik gen diizenleyici sistemler tarafindan
diizenlenmektedir. Ornegin, bir C. perfringenstip A susu tarafindan Clostridium
perfringens enterotoksin  (CPE) iiretimi, yalnizca  bakteri  sporlandiginda
gerceklesmektedir. Ayrica, birgok toksin geni, VirS/VirR iki bilesenli sistem ve bir
yardimct  gen regiilator gourum-sensing sistemi tarafindan  diizenlendigi
bildirilmektedir (Ohtani ve Shimizu., 2016; Gohari ve ark., 2021).

1.2.4. Toksin Genlerinin Diizenlenmesinde Iki- Komponentli Regiilator

Sistemlerin Rolleri

Iki-komponentli sistemler, ortamin bilesimini algilamakta ve bilgileri hiicreye
iletmektedir. Normalde, bir iki-komponent sistem, zara bagli histidin kinaz
sensoriinden (¢evreyi veya uyaranlari algilayan) ve transkripsiyonel regiilator olarak
gorev yapan bir sitoplazmik yanit regratorden olustugu bildirilmektedir. Gen

ekspresyonunu diizenleyen histidin kinaz sensorii, bir fosfat grubunu yanit regiilatore
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transfer ederek etkinlestirmektedir. C. perfringens- 13 sus genomunda iki-kompotentli
regiilator sistemlerinde 48 genin oldugu bildirilmektedir. Bu genlerin 28’1 histidin
kinaz sensorii genleridir ve diger 20 gen yanit regiilatorleri olarak bildirilmektedir
(Shimizu ve Ohtani., 2002).

1.2.5.VirS/VirR Sistemi Tarafindan Toksin Genlerinin Diizenlenmesi

C. perfringens'teki 6nemli iki- kompotentli diizenleyicilerden biri VirR/VirS
sistemi bildirilmektedir. Arastirmacilar tarafindan VirR/VirS sisteminin a-toksin
geni plc, «-toksin genicolAve 6-toksin geni pfoA igin diizenleyici oldugu
belirtilmistir. VirS, bir hidrofobik N-terminal alanina  sahiptir ve bu bolge
transmembran 4 ve 5 arasinda bir sitoplazmik dongiide ve histidin kinaz sensorler

C- terminal alaninda yer aldiklar bildirilmektedir ( Lyristis ve ark., 1994).

plc, pfoA ve colA toksin genleri VirS/VirR sistemi tarafindan diizenlenmektedir.
pfoA geni, major ve mindr promotorlere sahiptir, majér promotdr VirS/VirR
sisteminen etkilenmektedir. ColA geni yalnizca bir tanesi VirR/VirS sistemine bagli
olan iki major promotére sahipken plc geni, VirR/VirS sisteminden etkilenen yalnizca

bir promotdra sahip olmasi bildirilmektedir (Ba-Thein, 1996).

VirS/VIirR sistemi kromozom {iizerinde bulunmasina ragmen hem kromozom
hem de plazmit iizerindeki genleri diizenledigi bildirilmektedir. Ornegin, C.
perfringens tip A13 susunda plazmitler tizerinde bulunan kollajen-adhesin geni ( cna)
negatif olarak diizenlenirken cpb2, sistem tarafindan pozitif olarak diizenlendigi
bildirilmektedir (Ohtani ve ark, 2003).
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C. perfringens suslari, major toksinlerin iiretimine bagli olarak A-E tiplerine
ayrilmakta ve o-toksin geni disinda, major toksinlerin genleri plazmit tizerinde
bulunmaklar1 bildirilmektedir. VirS/VirR, CPB iiretiminin diizenlenmesi yoluyla C
tipi suslarin patojenitesine katkida bulunmakta ve bu sistemin hem kromozom hem de
plazmit tizerindeki genleri kontrol ettiginden dolay1 6nemli bir diizenleyici oldugu

bildirilmektedir ( Ma, 2011).

C. perfringens tipe E suslar1 tarafindan, liota toksin aktif olmayan bir formda
iretilmekte ve bu toksini aktive etmek icin proteaz tarafindan proteoliz olmasi
gerekmektedir. VirS/VirR diizenleyeci systeme bagl bir proteaz tarafindan bu iglemin
gerceklestirildigi  bildirilmektedir. Bu verilere bagh olarak, VirS/VirR sistemi
proteoliz i¢in gerekli olan proteaz aktivitesini regiile ederek iota toksininin aktivitesini
etkiledigi bildirilmektedir (Gibert ve ark., 2000).

C. perfringens irettigi toksinlere gore (CPA, CPB, ETX ve CPl), bes
toksinotipte (A-E) gruplandigi bildirilmektedir. Her bir toksin tipi, hayvanlarda ve
insanlarda farkli hastaliklara neden olmaktadir. Alfa toksin (CPA, cpa gen); tiim C.
perfringens tiplerinde bulunmakta ve kromozomal gen tarafindan sentezlenmektedir.
Beta toksin (CPB, cpb gen), epsilon toksin (ETX, etx gen), Iota toksin (ITX, iap ve ibp
gen) bazi C. perfringens tiplerinde bulunmakta ve plazmidal genler tarafindan
sentezlenmektedir. PFO (perfringolizin O, 0; teta toksin) kromozomal ve enterotoksin
ise  hem kromozomal hem de plazmidal genler tarafindan sentezlendigi
bildirilmektedir (Hassan ve ark., 2015; Uzal ve ark., 2014; Gohari ve ark., 2021).

C. perfringens hayvanlara ve insanlara iki ana yol ile bulagsmaktadir. Birinci yol
latrojenik veya travmatik yoldur, C. perfringens toksinotip A'ya 6zeldir ve gazli
kangrene veya malign 6demlere neden oldugu bildirilmektedir. Ikinci yol, sporlarin
yutulmasidir. Sporlarin yutulmasi, C. perfringens'in asir1 liremesine ve buna bagh

olarak bagirsak florasinda degisiklikler meydana gelmesine sebep olmakla birlikte
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toksin iiretimi sonucu enterotoksemi, nekrotik hemorajik enterit ve enterokolite neden
olmaktadir. Bu ikinci enfeksiyon yolu, tiim toksin tiplerinde ortak oldugu tespit
edilmektedir. CPA, CPB ve ETX'in neden oldugu hastaliklar, yiiksek oldiiriiciiliik
oranlar1 ve yliksek zooteknik performansa sahip ¢iftlik hayvanlarini etkiledikleri i¢in
diinya ¢apinda énemli ekonomik kayiplardan sorumu oldugu bildirilmektedir (Dutra,
2016).

C. perfringens enfeksiyonlarinin tedavisinde penisilin G, hiperbarik oksijen ve
monoklonal antikorlar ve etkilenen dokularin cerrahi olarak ¢ikarilmasi
bildirilmektedir ( Lebrun ve ark., 2010; Garcia ve ark., 2014).

Insanlarda bu tedaviler bir alternatif olarak tercih edilebilirken ¢iftlik hayvanlari
icin bu secenekler, 6liim ¢ok hizli gergeklestiginden genellikle gecerli degildir, bu
nedenle, C.perfringens enfeksiyonlarina kars1 profilaktik onlemlerin  alinmasi

arastirmalara baglh olarak gerektigi bildirilmektedir (Veschi ve ark., 2012).

Bu alternatiflere ragmen su anda CPA, CPB ve ETX toksinlerine kars1 asilama
en iyi profilaktik onlemi olarak bildirilmektedir. Toksoidler, C. perfringens'ten elde
edilmekte ve formaldehit kullanarak toksinlerin inaktive edilmesi sonucu elde edildigi
bildirilmektedir (Lobato ve ark, 2010).

Toksoidler, notralizan antikorlarin iiretimini indiiklese de, bazi dezavantajlar
sundugu bildirilmektedir. Ornegin, tamamlanmamis formaldehit inaktivasyonu
nedeniyle kalint1 toksisite riski ve kalint1 formaldehit varlig: riski ile iligkili olmas1
tespit edildigi bildirilmektedir. Ayrica, asinin giicii seriden seriye degismektedir ve C.
perfringens'in siipernatantin’ dan {iiretilen toksoidler saf degildir (yani, diger toksinler
ve proteinler mevcuttur) ve bu, asidaki daha yiiksek derecede antijen gesitliligini

aciklamaktadir. C. perfringens énemli bir biyogiivenlik riski olusturmaktadir ve kati
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biyogiivenlik onlemlerinin uygulandigi bildirilmrktedir (Cavalcanti ve ark., 2004;
Thaysen-Andersen ve ark., 2007; Lobato ve ark., 2010).

C. perfringens'i yok etmek imkansiz oldugu bildirilmektedir. Escherichia
coli‘de tiretilen rekombinant versiyonlar yukarida bahsedilen sorunlara g¢éziimler
sunduklar1 i¢in clostridial asiya umut verici secenck olarak zemin
hazirlamaktadir. Patojenik olmayan E. coli kullanim: suslar1 ve rekombinant
toksinlerin azaltilmis veya hig toksisite gostermemesi gergegi, dogal toksin tliretimi ile
baglantili  bazi sorunlart en aza indirebilmekte veya hatta ortadan
kaldirabilmektedir. Bazi rekombinant toksinlerin neredeyse hig toksisitesi olmadigi
i¢in, liretim siirecini daha basit ve daha giivenli hale getiren formaldehit kullanimina
gerek olmamasini bildirmektedir. E. coli'deki rekombinant proteinler ¢éziiniir protein,
¢ozlinmeyen protein veya her iki formun bir karisgimi olarak bildirilmektedir. Bu
proteinlerin miktar1 ve ¢oziintirligiinii etkileyen faktorler arasinda E. coli ekspresyon
susu ve vektoril, kodlanan DNA ve protein dizileri, bliylime kosullart (6rn., sicaklik,
ortam, vb.) ve indiiktor konsantrasyonu sayilabildigi bildirilmektedir (Larentis ve rak.,
2014; Moreira ve ark., 2014).

As1 iiretiminde rekombinant proteinlerin hem ¢oziiniir hem de ¢6ziinmez
formlar1 artilar1 ve eksileri sunduklar1 bildirilmektedir. Coziiniir rekombinant
proteinlerin, bagisiklik kazandirmak igin ¢ok Onemli olabilecek konformasyonel
epitoplart koruyarak, dogal protein ile ayn1 3D konformasyonu sunmasi oldukga
olasilig1 bildirilmektedir. Hiicre lizat siipernataninda (CLS) elde edilen c¢oziiniir
rekombinant proteinlerin bir diger avantaji, saflagtirma igin denatiire edilmelerini
gerektirmemeleri, sadece farkli kromatografi tekniklerinin bir kombinasyonu ile
gerceklestirilebilen LPS ve diger proteinlerin ¢ikarilmasini gerektirmesi oldugu
bilinmektedir (6rn. afinite, iyon degisimi, boyut harig tutma, vb.). Ayrica, ¢6ziinmeyen
proteinleri, inkliizyon cisimlerden arindirmak ve saflastirmak igin birkagkez yikana
bilmekte ve/veya kromatografi teknikleri kullanilabilmektedir. Ancak, ¢oziinmeyen

proteinler bagisiklik icin ¢ok onemli olan konformasyonel epitoplardan yoksun

14



olabilmesi bildirilmektedir. Saflagtirllmamis inkliizyon cisimcikleri ve CLS, hem
deney hayvanlarinda hem de ¢iftlik hayvanlarinda C. perfringens toksinlerine karsi
immiinojenler olarak test edildigi bildirilmektedir (Lobato ve ark.,2010; Zeng ve ark.,
2011; Bokori-Brown ve ark., 2014).

2.1. Alfa Toksin (CPA)

Alfa toksin (CPA), kromozomal gen plc tarafindan kodlanmakta, her
toksinotipte bulunmakta ve toksinotip A'da en yiiksek seviyelerde eksprese edildigi
bildirilmektedir. Aktif toksin CPA, sfingomyelinaz ve lektinaz aktivitesi ve yaklasik
42.528 kDa ile 370-residiie uzunlugunda, ¢inko bagimli bir fosfolipaz C(PLC) oldugu
bildirilmektedir (Flores-Diaz ve ark., 2003; Sakurai ve ark., 2004).

Alfa toksin iki 6nemli bolgelere, N- terminal (1-246) ve C- terminal (247-370)
boliindiigii bildirilmektedir. N -terminal bdlgesi, toksin katalitik ¢ekirdek igerir C-
terminal bolge ve merkezi halka (55-93) ise, sirasiyla konak fosfolipidleri ve GM1a

ganglioside baglanmasindan sorumlu oldugu bildirilmektedir ( Oda ve ark., 2015).

Alfa toksine iki ¢inko iyonu (Zn?*) baglandig1 arastirmacilar tarafindan
bildirilmektedir. Bir iyon His148 ve Glul52'ye baglanmasi da enzimatik aktivite i¢in
cok dnem tagimaktadir. Kalan iyon His11 ve Asp130'a baghdir ve yapisal isleve sahip
oldugu bilinmektedir ( Ferreira ve ark., 2016).

Histidin kalintilar1 kalsiyumu baglamakta ve toksinin konak hiicre zarindaki
fosfolipitleri baglamasina yardimci oldugu bildirilmektedir. Alfa toksin, intravaskiiler

hemoliz, trombosit agregasyonu ve kilcal hasardan sorumlu oldugu
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bildirilmektedir. Bu faktorler, 10kositlerin ve oksijenin enfeksiyon bolgesine
ulagsmasini engellemekte ve C. perfringens'in ¢ogalmasi i¢in uygun bir ortam
saglamaktadir. Gazli vakalarinda, CPA, enfekte dokuda notrofil migrasyonuna
miidahale ederek, kemik iligindeki olgun hiicre sayisini en aza indirmekte ve komsu
damarlarda nétrofil birikimine neden olarak bagisikliktan kagmaya yardimci oldugu
bildirilmektedir (Takehara ve ark., 2016).

1.3.1. Rekombinant CPA Uretim Stratejileri ve Hayvan Modeli
Bagisiklamalari

CPA'y1 kodlayan genin klonlanmasini ve ekspresyonunu igeren ilk ¢alismalar,
CPA'nin niikleotid dizisini ve protein molekiiler agirligint belirlemektedir. Buna bagl
olarak, 28 amino asitli bir N- terminal sinyal peptidi ve toksinin baz1 biyokimyasal
ozellikleri bildirilmektedir. Asilama i¢in toksik olmayan bir CPA versiyonunu elde
etme girisiminde en yayginlari bolgeye yonelik mutajenez, dogal olarak toksik
olmayan CPA iireten suslarin izolasyonu, sadece N- veya C-terminal alaninin
ekspresyonu, kimerik toksinlerin ekspresyonu ve Bacillus subtilis sporlarinin
yiizeyinde ekspresyon gibi birgok stratejiler kullanildig1 bidirilmektedir (Hoang ve
ark., 2008; Uppalapati ve ark., 2014; Shreya ve ark., 2015).

Mutajenez ¢aligmalar1 CPA toksisitesi i¢in temel kalintilar1 karakterize etmekte
ve genetigi degistirilmis, toksik olmayan, immiinojenik, rekombinant CPA {iretimi i¢in
temel haline geldigi bildirilmektedir. H68G, H148G/L, D56G ve E152Q
mutasyonlarinin - CPA'nin  toksisitesini ortadan kaldirabildigi bildirilmektedir

(Takehara ve ark., 2016).

Arastirmacilar bu kapsamda, T272P mutasyonunun CPA toksisitesini %35
oraninda ve D336N, Y275N, D269N, Y331L, Y331F, Y307F ve Y275F'nin bolgeye
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yonelik mutajenezi, hemolitik aktiviteyi sirastyla %11, %11, %19, %30, %36, %38 ve

%73 oraninda azalmasini bildirilmektedir (Alape-Giron ve ark., 2000).

MI13V, A174N, T177A, H212R, P295Q, S335P, I345V ve W360G mutasyonlari
ile CPA'nin (CPA-121A/91) dogal olarak olusan toksik olmayan bir varyantini
tamimlamuglar ve ayrica bu varyant hemolitik, PLC veya sfingomyelinaz aktivitesi
gostermedigi bildirilmektedir. Alternatif bir ¢calismada, CPA-121A/91 ile asilanan
farelerin yagsam siiresinin uzadigi, ancak Oliimden koruya bilmemesi tespit
edilmektedir. Tlging bir sekilde, H212R mutasyonunun, asilanmis farelerin %76'si
(17/21) oliimden koruyabildigi tespit edilmektedir Bu sonuglar, toksinin etki etmesi
i¢in olas1 epitoplar ve 6nemli bélgeler hakkinda bazi bilgiler saglayarak, hem koruyucu
hem de terapotik antikorlarin gelistirilmesi i¢in yararli oldugu bildirilmektedir

( Schoepe ve ark., 2006).

Rekombinant, mutasyona ugramamis CPA, dermonekrotik aktivite ile artik
toksisite gosterebilmekte ve asillama i¢in uygun olmadigi bildirilmektedir.
Formaldehit, dogal CPA'y1 detoksifiye etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir,
ancak ayni zamanda immiinojenisiteyi de azaltma bildirilmektedir (Titball, 2005;
Kulkarni ve ark., 2007; Goossens ve ark., 2016).

Alternatif olarak, asilama i¢in sahada dogrudan mutajenize edilmis rekombinant
veya dogal olarak olusan toksik olmayan CPA kullanilabilmektedir; bununla birlikte,
bu gibi durumlarda, bagisiklik tepkisi, yalnizca koruyucu epitoplara degil, tiim toksine
Kars1 gelistigi bildirilmektedir. N - ve C- terminal bolgelerini (CPA-N@-249) ve CPA-
C @47870)) 'E. coli'de ifade olan GST'ye fiyuz (GST-CPA-C?47-379) edilmesi ve CPA-
C®47-370) (19 kDa) tek basma farelerde challenge sonucunda 50ug CPA veya 10° C.
perfringens hiicrelerine karsi immunite sagladigi bildirilmektedir. Ancak hazirlanan
recombinant CPA-N -248) jle asilannus hayvanlarda alfa toksine (CPA) karst

koruculuk gosterildigi bildirilmektedir. Bu sonuglar, CPA'nin konak hiicreye
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baglanmasinin bloke edilmesi ve bu toksine karsi bagisiklik kazandirarak enzimatik
aktivitesini notralize etme ihtiyacini ortadan kaldirmakla birlikte C- terminal alanini
CPA'ya kars1 ana as1 aday1 haline getirldigi bildirilmektedir (Williamson ve Titball,
1993; Nagahama ve ark., 2013).

Farkli toksinlerin koruyucu epitoplarindan olusan kimera asilar tasarlamak ve
bagisiklik saglamayan alanlari hari¢ tutmak giinlimiizde 6nemli bir yaklasim olarak
bilinmektedir. Bu yaklasim, iiretim siirecini basitlestirmektedir, ¢iinkii farkli toksinler
icin yiiriitiilen bircok islemin aksine, bir dizi toksine bagisiklik kazandirabilen bir
kimera tliretmek i¢in yalnizca bir islem gerektigini bildirilmektedir. Bunu g6z 6niinde
bulundurarak, gereksiz alanlar1 hari¢ tutarak tiim rCPA molekiiliinii modifiye etmek
faydal1 bir yaklasim olmasi bilinmektedir. Aslinda, rCPA-C 47379 alan, as1 bileseni
olarak kullanilmaktadir ve bu deneysel asilar i¢in yeni kimeralarin olusturulmasina

izin verildigi bildirilmektedir (Nuccitelli ve ark., 2011).

Arastirmacilar, CPA-C@®-3%) jceren bolgeyi bir rekombinant kimera C.
perfringens enterotoksin'in (fCPAE) C-terminal kismina (CPE-C%7-312) fiyuz ederek,
CPA ve CPE ile enfekte olan farelerin sirastyla %100"iniin (12/12) ve %75'inin (9/12)
korudugunu bildirmektedirler. CPA-C®?343%) Staphylococcus aureus Alfa-hemolizin
(SAAG22)y N-terminal bolgesine fiyuz edilmesi sonucunda, CPA veya SAA ile
enfekte edilen farelerin sirasiyla %100%inde (6/6) ve %81,3"linde (5/6) korunduklar
tespit edildigi bildirilmektedir (Shreya ve ark., 2015).
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Structure Interesting strategies

N-terminal
domain
(1-246)

C. perfringens
Beta 2 toxin

N-terminal fusion (CPB2)

C-terminal

domain :
(247-370) of CPA-C C. perfringens
% Beta toxin
(CPB)
C. perfringens >
Alpha toxin (CPA) v:
C. perfringens S. aureus
Enterotoxin ¢ Alpha-hemolysin
(CI)E-C(M'-}I?.)) (SAA)

Sekil 1.4. Clostridium perfringens Alfa toksin (CPA) yapisi ve rekombinant antijen olarak
iiretimi i¢in ana stratejiler.

Zeng ve ark. (2011), C. perfringens toksinlerine karsi dort asi formiilasyonunu
ortaya koymaktadirlar: (1) rCPA; (2) bivalant CPB ve CPB2-rCPB2B1'den olusan
rekombinant kimera; (3) rCPB2B1 ve rCPA'nin birlikte uygulanmasi; ve (4) CPA,
CPB ve CPB2—rCPAB2BI1'den olusan trivalant rekombinant kimera. Ancak, rCPA
ile asilanmis fareler, % 80 (24/30) ve Grup 3, %100 (30/30) koruma sagladig: tespit
edilmektedir. Ayrica Grup 4, %93 (28/30) koruma gostermektedir. Arastirmacilar,
antijenleri alan gruplarda kiyas yaparak Grup 4'te gézlemlenen daha diigiik korumanin,
bir¢ok antijenin sadece bir polipeptit zincirinde bir araya gelmesinden kaynaklanan

konformasyonel epitoplardaki bir degisiklikten kaynaklandigini bildirimektedirler.

Goossens ve ark. (2016), bir calismada GST-CPA-C @470 jle agilanmis
hayvanlar, tek basma CPA-C ®4¥9 e agsilannis hayvanlardan daha az
korundugunu gostermiglerdir. Bu  bilgi neticesinde C- terminalin  koruyucu

potansiyeli GST kullanildignda bozuldugu bildirilmektedir.
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Williamson ve Titball (1993), daha 6nce CPA-C 4730 jle asilanmis farelerde
GST-CPA-C %7370 jle agilanmis farelere gore iki kat daha fazla nétralizan antikor

urettiklerini bildirmektedirler.

B. subtilis sporlarinin yiizeyinde eksprese edilen GST-CPA-C 4779 kimera,
asilanmis hayvanlarin tiikiiriik, digsk1 ve akciger orneklerinde hem sistemik IgG hem

de sIgA iiretimini ortaya ¢ikardigi bildirilmektedir (Hoang ve ark., 2008).

Bu sonuglar, bagisikligin olusturulmasi icin gerekli olanin yalnizca as1 bilesimi
ve antijen tasarimi olmadigini, ayni zamanda antijenlerin bagisiklik sistemine sunulma
seklinin de yiiksek dozlarda zorlamaya kars1 bagisikligin elde edilmesi i¢in ¢ok dnemli
oldugunu gostermektedir. Yeni asilar tasarlanirken ve test edilirken, yalnizca
klostridiyal toksinler i¢in degil, ayn1 zamanda tiim patojenler icin de tiim bu yonlerin

dikkate alinmasi1 kuvvetle onerildigi bildirilmektedir (Ferreira ve ark., 2016).

Recombinant proteinlerin ifadesi igin en ¢ok kullanilan system E. Coli
systemidir ve bu amag¢ i¢in iki tir plazmit vektorii olarak pT7 ve
PET kullanilmaktadir. Bu vektorler T7 promotorii, antibiyotik direng geni
ve ekspresyonun diizenlenmesi igin lacl geni icermektedirler. E.coli lac operon‘un
kontrolii altinda genomunda T7 DNA polimeraz1 kodlayan geni ihtiva eden BL21
(DE3) en yaygin olarak kullanilan sus olarak kullanilmaktadir. Laktoz veya benzer
molekiiller, Ornegin alolaktoz veya E. coli tarafindan metabolik  olarak
parcalanamayan galaktoz izopropil-B-1- d —galaktopiranosid (IPTG), lac operonunu
indiikleyebilmektedir. Ayrica, rCPA ekspresyonu i¢in, literatiirde 0,3-1 mM IPTG
konsantrasyonlar1 bagarili olarak tanimlanmaktadir ve en ilging olani, kiiltiir kosullar1
(yani ortam, sicaklik ve indiiksiyon siiresi), ¢oziinir rCPA'yr tamimlayan diger
calismalara ¢cok benzemektedir. Hatal1 protein katlanmasi nedeniyle bir¢ok koruyucu

epitop kaybolabileceginden, ¢6ziinmeyen antijenlerin ekspresyonu her zaman
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rekombinant as1 gelisimi i¢in bir problem olarak algilandig: bildirilmektedir. Bu
nedenle, indiiktor konsantrasyonu ve siiresi yani ifade kosullarmin optimizasyonu

arastimacilarin tarafindan Onerildigi bildirilmektedir (Ferreira ve ark., 2016).

1.4.Beta Toksin (CPB)

Beta toksin (CPB), cpb tarafindan kodlanmakta ve beta-pore-forming toksinler
(BPFT) olarak tanimlanmaktadir. Ayrica beta toksin heptamerik proteinler ailesinin
bir iiyesi oldugu bildirilmektedir. Bu genin ifadesi sonucu, 336 amino asitli bir
protoksin elde edilmektedir. Beta toksinin plazma zarindaki lipid, fosfatidilkolin ve
kolesterolden olustugu bildirilmektedir. Bu lipid katyon segici kanallar gelistirmesine

ve oligomerler olusumuna izin verdigi bildirilmektedir (Uzal ve ark., 2010).

Tripsin beta toksin aktivitesini tamamen engelledig bildirilmektedir. Bu
nedenle, diisiik miktarlarda gastrik proteaz {irettikleri ve kolostrum ayrica tripsin
inhibitorleri igerdigi igin yeni dogan hayvanlar CPB aracili hastalik ile enfekte olma
riski altinda oldugu bildirilmektedir ( Sakurai ve Nagahama, 2006; Uzal ve ark.,
2010).

1.4.1. Rekombinant CPB Uretim Stratejileri ve Hayvan Modeli

Immunizasyonu

As1 uzmanlari i¢in rekombinant asilarin gelistirilmesini kolaylagtiran 6nemli
bilgiler ve Oneriler ortaya konulmaktadir. CPB iceren rekombinant asilar1 gelistirmek
icin kullanilan g¢esitli stratejilerden o&zellikle dort yaklasim bilinmektedir: (1)
toksoidlerin iiretimi i¢in nokta mutasyonlarinin eklenmesi; (2) tim toksin sekansinin

ifadesi; (3) C- terminal alanmin ifadesi (CPB-C 143-311)): ve (4) diger toksinleri
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(6rnegin, CPA, CPB2 veya ETX) veya E.coli nin 1siya dayanikli enterotoksininin alt
birimini (LTB) igeren kimerik antijenlerin ifadesi bildirilmektedir (Gurtner ve ark.,
2010; Popescu ve ark., 2011; Autheman ve ark., 2013; Roos ve ark., 2015).

As1 adaylar olusturmaya yonelik ilk bahsedilen yaklasim ag¢isindan, Y203F,
R212E ve R121Q mutasyonlarinin LDsg'yi CPB ile sirasiyla 2.5, 12.5 ve 5.5 kat
artirabildigi bildirilmektedir (Steinthorsdottir ve ark., 1998; Steinthorsdottir ve ark.,
2000).

Nagahama ve ark. (2003), Y266A, L268G ve W275A mutasyonlarini
kombinasyon halinde ekleyerek veya Tirozin veya Histidin i¢in C265'i degistirerek
toksik olmayan bir rCPB molekiilii elde ettiklerini bildirmektedirler. Bununla birlikte,
bu yapilarin higbiri, hayvan modellerine enjekte edildiginde koruyucu antikor liretme

yetenekleri agisindan degerlendirildigi bildirilmemektedir.

Biitiin toksin sekansini kullanilan bir ¢alismada, ekspresyon i¢in PAE vektoriine
CPB kodlayan sekansmi klonlanmasi ve E. coli BL21 (DE3) star ™ kullanilmas:
bildirilmektedir (Milach ve ark., 2012). Elde edilen proteinin, iire ile siispanse
edilmesi ve saflastirmadan sonra, PBS ile yeniden katlama asamasi gergeklestirilmesi
ve tamamen toksik olmayan bir protein elde edilmesi ve bu proteinin, tavsanlara 100
ug enjekte edilmesi sonucunda 10 IU/mL koruyucu antikor iiretebildigi
bildirilmektedir (Lobato ve ark., 2010; Zeng ve ark., 2011).

CPB sekans analiz sonucu, C-terminal kalintilarmin (CPB@%¢-278)) 'S_aureus'tan
(SAA®@4267) ) alinan alfa toksininin C-terminal kismi ile yakindan iliskili oldugu
bildirilmektedir (Nagahama ve ark., 2003). Arastirmacilar bir in silico ¢aligmada,
CPB'de (32-45, 140-156 ve 260-275 amino asitleri) ti¢ B- hiicre epitopun varligini
bildirmektedir. Bununla birlikte, epitop CPB®40-1%) daha fazla karakterizasyon igin
LTB molekiiliine fizyon olmasina ragmen, bu epitoplarin hicbiri deneysel asilarda test

edilmemistir, ancak koruyucu bagisiklik tepkilerine yol agabilecek proteinin kiigiik
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bolgelerinin arastirilmasi igin agik bir alan biraktigi bildirilmektedir (Bhatia ve ark.,
2014).

Epitoplarin heniiz as1 adaylar1 olarak test edilmedigi gercegi akilda
tutuldugunda, diger antijenlere fizyon edilen tam proteinlerin veya proteinin daha
kiiclik parcalarinin kullanilmasi1 da daha fazla arastirmaya ihtiyag duyan bir strateji
olarak bilinmektedir ( Sekil 2). CPI'nin (CPI-C466-665 ) C-terminal kismma fizyon
edilen CPB143-311 pi]gesi ile yapilan bir calismada, elde edilen protein, CP1 ve CPB
ile asilanan farelerin sirasiyla %83 ve %91'ini koruyabildigi bildirilmektedir (Shreya
ve ark., 2016).

Aragtirmalara gore CPB'nin iki varyanti (rCPB2B1) kullanilarak agilanan
farelerde antijene karsi %90 (27/30) koruyuculuk sagladigi tespit edildigi
bildirilmistir. Aym1 ¢alismada, rCPA arti rCPB2B1 birlikte enjeksiyonu, asilanan
fareler’de %100 (30/30) koruma ile sonuglandigi bildirilmektedir (Zeng ve ark., 2011).

Structure Interesting strategies

B-cell epitopes &7

§\ (140-156 & 260-275) % ¢
A v A

N ‘ {3 Y ’ / )
- @
N-terminal 5o~ 4 IS, ’//
domain (1-142) CI’I (C466-665) /

C-termiJnal fusion
A} @ of CPB-CU143-311)

C-terminal
i domain (143-311)

€; pcrfri;t/gcns
Beta toxin (CPB)

C. perfringens 5L\
Epsilon toxin (ETX) 1}

Sekil 1.5. Clostridium perfringens Beta toksin (CPB) yapis1 Ve rekombinant bir antijen olarak
iiretimi i¢in ana stratejiler.
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Heterolog ekspresyonun onemli yonii, kodon optimizasyonudur. Cogu
zaman, E. coli ekspresyonu igin optimal kodonlarin kullanimi, daha yiiksek bir protein
veriminin elde edilmesini kolaylastirmasina ragmen c¢oziiniir bir proteinin elde
edilebilme garanti vermedigi bildirilmektedir. Sakurai ve Nagahama. (2006), E.
coli igin optimal kodonu kullandiklarinda bile ¢6ziinmeyen bir rCPB elde ettiklerini
ortaya koymaktadirlar. Mevcut literatiir, antijenin ¢dziiniirliigiini iyilestirmek ig¢in
kimerik bir antijenin kullanilmasi yoluyla bu sorunun iistesinden gelmenin nasil
mimkiin oldugunu agiklamaktadirlar. Ancak ayni ¢alisma, {iretilen rCPAB2BI1ve
rCPA ¢ozlinmez oldugunu bildirmektedir (Langroudi ve ark., 2013; Shreya ve ark.,
2016).

Bagka calismalarda, E. coli tiirlerinin, proteinin ¢oziiniirliiglinde etkinoldugu
bildirilmektedir. Bakhshi ve ark. (2011), BL21'de (DE3) ifade edilen rekombinat beta
toksinin (rCPB) ¢6ziinmez oldugunu ancak Rosetta'da (DE3) ifade edilenin ise
¢ozlinir oldugunu bildirmektedirler. Arastirmacilar, ekspresyon sicakliginin (16-
28°C) diisiiriilmesi, protein ¢oziiniirliigiinii artirmaya calistig1 yaygim bir yaklasim

oldugunu bildirmektedirler.

1.42. Recombinant Alfa toksin  (rCPA) ve Beta toksin (rCPB)

Immiinojenisite

C. perfringens'in neden oldugu hayvan hastaliklarinin immiinoprofilaksisinde
rekombinant antijenlerin yiiksek potansiyeline ragmen, iki olumsuz 6zelligi
vurgulamak 6nem tagimaktadir. Birinci olarak iiretim siireci ve her bir antijenin ayr1
ayr saflastirilmasi, bu teknolojinin kullanima uygun olmadig: anlamina gelmektedir.
Ikincisi, bu antijenlerin koruyucu bagisiklik tepkisi (notralizan antikorlar) olusumuyla
ilgili olmayan kisimlara sahip oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle, iki veya daha fazla

antijen igeren rekombinant kimeralarin gelisimi, klostridial immiinoprofilaksi veya
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diger hastaliklarda dikkat cektigi bildirilmektedir (Gil ve ark., 2013; Marchioro ve
ark., 2014).

Zeng ve ark. (2011), arastirmalarinda iki rekombinant as1 (rCPA arti rCPB2B1
ve trivalant kimera rCPAB2B1), domuz ve sigir serumunda ve Kkolostrumunda
notralizan antitoksin iiretme kapasitesini degerlendirmisler. Antitoksin seviyelerinin
belirlenmesinde titrasyon igin C. perfringens’in kiiltiir siipernatantini kullandiklarini
bildirmislerdir. Elde edilen rekombinant rCPA ve rCPB2B1, sirasiyla domuz ve inek
serumda 3 ve 8 IU/mL ve kolostrumunda 1 ve 6 IU/mL antitoksin titrelerini
indiikledigi  bildirilmektedir. Trivalant rekombinant kimera rCPAB2BI1, disi
domuzlarin ve ineklerin sirasiyla kolostrumunda 2 ve 6 IU/mL ve serumda 1 ve 2
IU/mL titrelerini indiikledigi bildirilmektedir.

Benzer sekilde, fareler tizerinde yapilan ¢alismalara gore, Trivalant recombinant
kimera rCPAB2B1 hem serumda hem de domuz ve sigir matrislerinin kolostrumunda
daha diisiik titreleri indiikldigi bildirilmektedir. Yukarida bahsedilen aragtirmalardaki
rekombinant kimeralar, tek tek antijenlerin iretilmesi ihtiyacin1 ortadan
kaldirmaktadir. Bununla birlikte, bu kimeralar, bozulmamis toksinler kullanilarak
yapilmaktadir. Ayrica, trivalant kimera rCPAB2BI1 tarafindan iretilen diisiik
antitoksin titreleri, molekiiliin olas1 uygunsuz konformasyonunu, maskelemeyi veya
koruyucu epitoplart degistirmeyi 6nermektedir. Bu nedenle, her bir toksinin koruyucu
alanlarinin tanimlanmasi, ¢ok degerli rekombinant kimeralarin olusturulmasi igin
onemli veriler saglandig1 bildirilmektedir (Uppalapati ve ark., 2014; Shreya ve ark.,
2015).

Veteriner asilar1 saflastirilmis antijen icerdiginde, ¢dziinmeyen proteinlerin
ifadesi, ¢oziindliirme asamalari, yeniden katlama ve saflastirma islemleri ¢ok zahmetli
ve zaman alic1 bir {iretim siirecini icerdiginden ticari olarak geleneksel toksoidlerden

daha az rekabet¢i hale getiren iiretim siirecini engelledigi bildirilmektedir. Hiicre
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lizizinden sonra elde edilen rekombinant antijeni iceren hiicresel fraksiyonlarin
(inkliizyon cisimcikleri veya slipernatant lizat) kullanimindan olusan saflastirilmamais
rekombinant antijenlerle hayvanlarin bagisiklastirilmas: yoluyla miikemmel bir
alternatif oldugu bildirilmektedir. Lobato ve ark. (2010), hayvanlar1 asilamak igin
dogrudan formaldehit ile inaktive edilmis ~200 pg rETX inkliizyon cisimleri
kullanarak ve tavsanlarda, kegilerde, koyunlarda ve sigirlarda sirasiyla 40, 14.3, 26 ve

13.1 IU/mL nétralize edici antitoksin titreleri elde ettiklerini bildirmislerdir.

Zeng ve ark. (2011), yaptig1 bir ¢alismada, farelerin, sigirlarin ve domuzlarin
asilanmasinda rCPA inkliizyon cisimciklerinin ve ¢ok degerlikli kimeralarin 6nemli
etkinliklerinin oldugu gosterilmistir. Inkliizyon cisimleri, hiicre lizizinden kolayca
elde edilebilmesinin ardindan santrifiijleme ve yilkama dongileri ile yari
saflastirilabildiklerini bildirmektedirler. Ayrica antijenin stabilitesinin arttirilmasi,
proteazlarin etkisine miidahale edilmesi ve depozit etkisi ile immiinolojik bir adjuvan
olarak hareket edilmesi, antijeni yavas yavas serbest birakmasi ve bagisiklik sistemi

tarafindan taninmasini geciktirdigi bildirilmektedir.

Coziindiirme ve yeniden katlama asamalarinin ortadan kaldirilmasi ve aymi
zamanda rekombinant antijenlerin saflastiriimasi 6nemli  bir ilerlemeyi temsil
etmektedir. Saflastirilmamis rekombinant antijenlerin  kullanimi,  kullanilan
antijenlerin kalitesini korurken, rekombinant veteriner asilarinin iiretildigi siiregte yer
alan zaman ve maliyeti azaltan basit bir alternatif olarak bildirilmektedir. Bu nedenle,
koruyucu alanlar1 i¢eren bir rekombinant kimeranin saflastirma islemlerine gerek
kalmadan kullanilmasi, C. perfringens toksinlerine kars1 potansiyel bir asiy1 temsil
ettigi  bildirilmektedir. E. coli'de rekombinant antijenlerin {iiretimi i¢in yapilan
calismalarda karsilasilan en biiyiik sorun olarak insanlar ve hayvanlar igin pirojenik
olan potansiyel endotoksin (LPS) kontaminasyonlar1 oldugu bildirilmesine ragmen,
kobaylarin bagisiklanmasinda saflastirilmamis antijenler kullanildiginda yan etki

bildirilmemektedir (Terepe, 2006; Moreira ve ark., 2016).
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Geleneksel toksoid ile asilanmig hayvanlarin her alti ayda bir yeniden
asilanmasi tavsiye edildigi bildirilmektedir. Bu nedenle, kullanilan asilarin etkinlik
degerlerini en {ist diizeylere ¢ikarabilmek amaciyla kullanilacak adjuvan segimi son
derece onemli oldugu bildirilmektedir. AI(OH)3 adjuvan olarak kullanimi, klostridiyal
rekombinant asilarda yaygin oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, Al(OH) 3 ve
saponinler, siiresi kisa olan bagisiklik tepkilerini indiikler; bu nedenle yilda iki veya
daha fazla olacak sekilde yeniden asilama Onerilmektedir. Yag adjuvanlari, daha
yiiksek ve kalic1 antikor titrelerini indiikledigi bildirilmektedir. Bu nedenle, yalnizca
veteriner agilar1 i¢in arzu edilen yillik asilarda kullanim i¢in uygun oldugu
gorilmektedir. Sonug¢ olarak, {iretim hayvanlarinda bu formiilasyonlarin
immiinojenisitesini belirlemek icin, farkli adjuvanlarla baglantili, tek veya ¢ok degerli
(kimeralar veya birlikte uygulanan) rekombinant antijenik alanlar ile asilanmis
hayvanlarda antikorlarin dinamiklerinin belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalarin gerektigini

bildirmektedirler ( Aucouturier ve ark., 2001; Khorasani ve ark., 2016).

Deri alt1 injeksiyon, rekombinant toksinlerin degerlendirilmesinde ana asilama
yontemi olarak bilinmesine ragmen at, kedi, kdpek gibi baz1 hayvan tiirlerinde as1
uygulamalarini takiben enjeksiyon bolgesinde siddetli reaksiyonlar meydana geldigi
bildirilmektedir. Antijen konsantrasyonu, uygulama yolu ve dozlarin araligi,
bagisiklik tepkisinin siiresini de etkileyen faktorler olarak bilinmektedir. Bu nedenle,
bu faktorlerin her bir tirlin asilanmasinda oynadigi roliin ayrintili olarak
degerlendirilmesi gerektigi aragtirmacilar tarafindan bildirilmektedir ( Chandran ve
ark., 2010).

Bernath ve ark. (2004), tarafindan Al(OH) 3 adjuvani kullanildiginda, toksoid ile
asilanmis koyunlar i¢in asilar arasinda sekiz hafta olmasi gerektigi bildirilmektedir. i1k
doz, ikinci dozun uygulanmasina kadar bagisiklik saglamaktadir. Bundan sonra,
antikorlarda ikinci bir pik elde edildigi ve bununda uzun siire koruma sagladigi
bildirilmektedir. Antikorlarin dinamiklerini bir yil boyunca veya serum

antitoksinlerinin tespit edildigi tam siire boyunca izlemek ideal bir yaklasim
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olacaktir. Adjuvan, uygulama, doz araligi ve farkl tiirlerdeki antijen konsantrasyonu
gibi yukaridaki faktorlerin tiimiiniin degerlendirilmesi, rCPA, rCPB ve rETX igeren
asilarin gelistirilmesini ve kullaniminm1 kolaylastirmak i¢in esas olarak arastirmacilar

tarafindan bildirilmektedir.

1.5.Clostridium perfringens Enterotoksin(CPE)

Insanlarda ve ciftlik hayvanlarinda 6nde gelen bir patojendir ve hem histotoksik
hastaliklara hem de bagirsaklardan kaynaklanan hastaliklara, yani enterit veya
enterotoksemiye (bagirsakta lretilen toksinlerin emilerek dolasima katildigi ve
ardindan beyin gibi organlara zarar verdigi) neden oldugu bildirilmektedir (Li ve ark.,
2010).

C.  perfringen izolatlarinin ~ bazilar1 (vaklagik  olarak  %5'), C.
perfringens enterotoksinini (CPE) iirettigi bildirilmektedir. CPE-pozitif olarak bilinen
bu suslarin ¢ogu siniflandirmada A tipi suslar olarak yer alsa da bu enterotoksini iireten
tip C ve D suslar1 da oldukga yaygin olarak bulundugu bildirilmektedir. CPE-pozitif
A, C ve D tiirleri tarafindan tiretilen CPE proteininin birincil amino asit dizisi iiksek
oranda benzerlik gostermekle birlikte E tip1 suslarin sadece
silent cpe sekanslari tagidigi diistiniilmektedir, ancak bir ¢alismada, varyant CPE
ireten birkag tip E susunu belirlenmektedir. Bugiine kadar, B tipi suslar tarafindan
CPE dretimine iliskin giivenilir bir rapor arastimacilar tarafindan bulundugu

bildirilmektedir (Freedman ve ark., 2016).

1.5.1. Gastrointestinal (GI) Hastaliklarin olusumunda CPE patojenlerinin

Onemi

Cogu gelismis iilkelerde gida zehirlenmeleri {izerine yapilan arastirmalarda
ortaya ¢ikan sonuglara gore Clostridium perfringens tip A’nin en yaygin ikinci hastalik

etkeni olarak yer aldig1 bilinmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde her y1l yaklasik
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bir milyon bu gida zehirlenmesi vakasi vardir ve bu da yillik yaklasik 400 milyon
dolarlik ekonomik kayba neden oldugu bildirilmektedir. Epidemiyolojik ve deneysel
calismalarda, CPE'nin tip A gida zehirlenmesinin diyare, abdominal kramp, sanc1 gibi
Klinik bulgular gosteren hastalar incelendiginde sorumlu toksin olarak bulundugu
bildirilmistir. C. perfringens tip A gida zehirlenmesinde CPE'nin roliinii destekleyen
cok sayida epidemiyolojik kanitin bir 6rnegi, bu gida kaynakli hastaligi olan hastalarin
cogunda diskida CPE'nin dogrudan saptandigi bildirilmektedir (Scallan ve ark., 2011,
Hoffmann ve ark., 2012).

Gegtigimiz on yilda, nispeten gen¢ ve saglikli bir¢ok insanin Oliimiiyle
sonuglanan, alisiimadik derecede siddetli iki C. perfringens tip A gida zehirlenmesi
bildirilmektedir (Bos ve ark., 2005).

Bu salgmlar psikiyatri hastanelerinde ve genellikle kabizlik veya fekal
impaksiyon yan etkileri olan psikoaktif ilaglar alan hastalar1 etkiledigi
bildirilmektedir. Bu yan etkilerin, ¢ogu C. perfringens i¢in tipik olan diyare
gelisimine miidahale etti§ine inanilmaktadir. ishalin azaltilmasi, bagirsaklar ve CPE
gibi toksinler arasinda uzun siireli temasa neden olmaktadir, bu da CPE'nin dolasima
emilimini kolaylastirmaktadir ve boylece bagirsak disi organlara zarar verdigi
bildirilmektedir. Bu hipotez, CPE'nin statik ince bagirsak halkalarindan emildigini
gosteren fare calismalarindan dogrudan deneysel destek aldigi bilinmektedir. Emilen
CPE daha sonra karaciger ve bobreklere baglanarak, farelerde kalp durmasi ile 6liime,
hiperpotasemiye (hyperpotassemia), organ hasarina neden olan bir enterotoksemiye

yol agtig1 arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (Caserta ve ark., 2011).

C. perfringens tip A gida zehirlenmesine ek olarak, CPE-pozitif tip A suslari,
tim antibiyotige bagl diyare vakalarmin yaklasik %5-10'u dahil olmak iizere, gida
kaynakli olmayan birkag¢ insan gastrointestinal hastaligina da neden oldugu ¢alismalar

sonucunda bildirilmektedir (Carman, 1997).
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CPE, C tipi suslarin bazi insan enteritis nekrotikans (EN) vakalarinda etkili rol
oynadig1 bilinmektedir. Enteretis nekrotikans (EN), hastalik diyet nedeniyle diisiik
bagirsak tripsin seviyeleri ile iligkilidir ve gida kaynakli bir hastalik oldugu
bilinmektedir (McClane ve ark., 2006). EN'nin patogenezi igin beta toksin agikca
gerekli olmakla birlikte, bu hastaliga neden olan baz1 tip C suslar1 da CPE {iretikleri
bildirilmektedir (Ma ve ark., 2012).

Toksin mutantlarin1 ve saflastirtlmis toksinleri kullanan son hayvan modeli
caligmalari, CPE ve beta toksin igin sinerjistik etkiler gosterdigini bildirmektedir, bu
da (bagirsaklarda beta toksin ile birlikte mevcut oldugunda) CPE'nin enteritis
nekrotikans patogenezine katkida bulunabilecegini disiindiirmektedir. CPE'nin
tiretildiginde D tipi hastaliga katkida bulunup bulunmadigi hala aragtirmacilar

tarafindan bilinmemektedir (Ma ve ark., 2014).

1.5.2.CPE Proteini

Tip A gida zehirlenmeleri, cpe geninin klonlanmasi (1993) sonucu iiretilen CPE
proteininin yapisina bakildigi zaman, 319 amino asit i¢eren birincil diziye sahip tek
bir polipeptitden olusan bir yapidan olustugu ortaya ¢iktigi bildirilmektedir. Daha
sonraki cpe niikleotid sekans ¢alismalari, A tipi suslar1 tarafindan tiretilen CPE, C.
perfringens C ve D tipi suslari tarafindan yapilan CPE'de oldugu gibi ayni1 sekansa

sahip olduklarin1 aragtirmacilar bildirmektedirler (Collie ve ark., 1998).

Birkag tip E, A, C ve D sugslar tarafindan olusturulan klasik CPE'den 10 amino
asit farkliligina sahip yeni bir CPE varyan1 meydana gelmektedir. Toksisite i¢in bu
amino asit varyasyonlariin fenotipik sonuglart su anda arastirmacilar tarafindan

bilinmemektedir (Miyamoto ve ark., 2011).
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CPE proteini i¢in yap1 - fonksiyon iliskisine yonelik bugiine kadar elde edilen
bilgilerde, yapilan erken biyokimyasal ve klonlama ¢alismalari ile CPE'nin C-terminal
bolgesinin ilgili reseptorlere giiglii bir sekilde baglanabilmesine ragmen sitotoksik
aktivite lizerinde yeterli olamadigi bildirilmektedir ( Horiguchi ve ark., 1987; Hanna
ve ark., 1989).

Sentetik peptit yaklasimlarinin yanisira yapilan klonlama ¢aligsmalari ile birlikte
giiclii reseptor baglama aktivitesi gosteren bdlgenin toksinin son 30 amino asidinde
yeraldigr gosterilmistir. Bu C- terminal bolgesindeki birkag tirozin rezidiiesinin
reseptor baglanmasi i¢in 6nemli oldugu arastiricilar tarafindan gosterilmekte ve

bildirilmektedir (Harada ve ark., 2007; Takahashi ve ark., 2008).

CPE'nin ilk 44 amino asidi sitotoksisite igin gerekli olmadigi
bildirilmektedir. Bu amino asitleri delesyon mutajenezi ile uzaklastirmak, aslinda CPE
sitotoksik  aktivitesini  yaklastk 2-3 kat arttirdigi  bildirilmektedir. Dogal
CPE'nin N- terminalin’den yaklagik 25 veya 37 amino asidi (sirasiyla) uzaklastiran
bagirsak proteazlari tripsin ve kimotripsin de aktive edilmis bir toksin iirettiginden, bu
etki muhtemelen CPE aracili hastalik i¢in onem tasidigiarastirmacilar tarafindan
bildirilmektedir. Amino asit 44'iin devaminda ye alan amino asit dizilerinin ¢ikarilmasi
ile CPE etkisinin hizla yok oldugu, bdlgeye yonelik mutajenez caligmalari ile daha
sonra CPE'nin N- terminal yarisindaki birka¢ amino asidi, 6zellikle D48 ve 151
kalintilarini sitotoksisite i¢in son derece 6nemli olarak tanimlamaktadir. Bu amino asit
kalintilar1t CPE oligomerizasyonu ve gozenek olusumu i¢in gerekli oldugu

bildirilmektedir (Smedley ve ark., 2004; Ferreira ve ark., 2016).

Van Itallie ve ark. (2008), CPE’nin C-terminal (C-CPE) yarisinin dizilimini
gostermektedirler. Bu yapisal analiz ile birlikte C-CPE bolgesi, dokuz iplikli bir -

sandvic bolgesinin diger birka¢ por olusturucu toksinin reseptoér baglama alani ile
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benzerlik gosterdigi bildirilmektedir. Reseptor baglanma bdlgesini igeren amino asit

dizileri, C-CPE'nin yiizeyinde bir cep olusturdugu arastiricilar tarafindan
bildirilmektedir.

Bununla birlikte, CPE'nin N- terminal ucu, oligomerizasyonda tek gorevli
fonksiyon alani degildir. N- terminal CPE residiicleri 80-106 (TM1 olarak adlandirilan
bir bolge), diger bakteriyel por olusturucu toksinler icin membran yerlestirilmesine ve
gozenek olusumuna aracilik ettigi bilinen B-hairpin halkalarina benzeyen alternatif
hidrofilik ve hidrofobik amino asitlerden olusmaktadir. Bolgeye yonelik mutajenez,
bu TM1 bélgesinin hem CPE membran girisi hem de por olusumu icin 6nemli

oldugunu bildirmektedirler ( Chen ve ark., 2012).

2010 yilinda yapilan galismalarla birlikte CPE proteininin tamaminin yapisi iki
ayr1 yapilar tarafindan bagimsiz olarak ¢6ziildiigii ortaya konulmustur. Bu ¢aligsmalar
neticesinde CPE'nin yukarida belirtilen C-terminal reseptdr baglanma alanindan,
oligomerizasyon ve por olusumunda rol oynayan ayr1 bir N-terminal bolgeden olusan
cift alanh bir protein oldugunu agiga ¢iktigi bildirilmektedir. CPE’nin N-terminali
(rezidiie 1-34) yorumlanabilir bir yogunluga sahip degildir, bu da bozuklugu
diistindiirmekte ve mevcut olduklarinda bu dizilerin neden CPE aktivitesini kismen
diistirdiigiinii, yani oligomerizasyonu sterik olarak engelleyebileceklerini agiklamaya
yardimc1 olmaktadir. Membran yerlestirilmesinin yani sira por olusumunda da yer alan
TM1 bolgesinin, biiyiik 6l¢tide CPE'nin N-terminal alaninda yer alan bir alfa heliksine
karsilik geldigi bilinmektedir. Bu alfa heliksi muhtemelen CH-1 kompleksi tarafindan
membran penetrasyonu ve por olusumu sirasinda bir B-hairpin halkasina agildg
arastiricilar tarafindan bildirilmektedir ( Briggs ve ark., 2011; Kitadokoro ve ark.,
2011).

1.5.3.CPE’nin Genetik Yapisi

Global izolatlarin yaklasik %5'i C. perfringens'in A, C, D ve E tiirleri tarafindan
kodlanabilen CPE iirettigi bildirilmektedir. Enterotoksin geni (cpe) kromozom
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tizerinde yer alabildigi gibi plazmitler tizerinde de bulunabilmektedir. Ayrica hem
kromozomal hem de plazmit kaynakli cpe genitasiyan higbir izolat heniiz
arastirmacilara gore bulunmadigi bildirilmektedir ( McClane ve ark., 2006; Li ve ark.,
2010 ; Miyamoto ve ark ., 2011).

Gida zehirlenmesine neden olan C.perfringens A tipi suslarin yaklasik %70’1,
cpe genini kromozomal iizerinde ve yaklasik %30'u ve neredeyse tiim CPE-pozitif A
tipi gida kaynakli olmayan insan GI hastaligi C. perfringens suslari, cpe genlerini
plazmitler {izerinde tasindig1 bildirilmektedir (Collie ve ark., 1998; McClane ve ark.,
2006).

C.perfringens tip A suslarinda tiim CPE- pozitif plazmidler pCPF5603 veya
pCPF4969 ya aileleri, her ikisi de cpe A tipi suslardaki plazmit ailelerinin ortak bir
oncii plazmitinden (pCP13 benzeri bir plazmit) tiretilmesi diistiniilmektedir, ancak
pCPF5603 plazmit ailesi artik beta2 toksini kodlayan geni ve bir varsayilan metabolik
gen kiimesini de tasirken, pCPF4969 plazmit ailesi ayrica VirS/VirR benzeri bir iki-
komponentli regiilator sistemi ve bir bakteriyosin tagsdidigi bildirilmektedir
( Miyamoto ve ark., 2006).

C.perfringens tip C, D ve E suslarinda, cpe geni de plazmitlerde bulunmaktadir,
ancak bunlar genellikle boyut olarak A tipi suslarin cpe plazmitlerinden daha biiyiik
olduklar1 bilinmektedir (Li ve ark., 2013). C.perfringens C tipi suslarda, cpe plazmidi
genellikle ~85 kb veya ~110 kb olarak bilinmektedir (Li ve ark., 2010). ilging bir
sekilde, bazi C tipi suslardaki plazmitlerin cpe lokusu, pCPF5603 benzemekte ve hem
5 IS 1469 yerlestirme dizisine hem de 3' IS 1151 yerlestirme dizisine
sahiptir. Bununla birlikte, diger C tipi suslardaki plazmit cpe lokusu, 3’ IS 1470 ile A
tipi suslarin kromozomal cpe lokusuna daha ¢ok benzedigi bildirilmektedir (Gurjar ve
ark., 2010).
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C.perfringens D tipi suslarda yer alan cpe geni ~75, 85 veya 110 kb
biiyiikliigiinde plazmitlerde de yer aldig1 bildirilmektedir. D tipi suslardaki sirali halde
bulunan cpe bolgeleri, Tn1546'ya benzer iki varsayilan yukari akis transpozaz geni ve
tip A susu F4969'daki cpe plazmitinde yer alan yapiya benzer sekanslari ile essiz bir
genetik organizasyona sahip olarak degerlendigi bildirilmektedir. Ancak bu genetik
organizasyona ragmen tip D cpe lokusunun IS1470 benzeri bir yerlestirme dizisine
sahip olmadig da bilinmektedir (Li ve ark., 2010).

Son olarak, C. perfringens'in E tipi suslar1 genellikle cpe geni veya silent
(suskun) cpe dizileri ile plazmitleri tasimaktadir. Ancak cpe’nin suskun kopyalarini
tasirken, bu plazmitler pCPF5603'e benzemektedirler, ancak ¢ok daha biiyiik (~97
veya 135 kb) ve goriiniise gore cpe genlerinin yukarisina yerlestirilmis iota toksin
genleri  tagimaktadir, dolasiyla cpe  ekspresyonunu ortadan  kaldirdigi
bildirilmektedir. Buna karsilik, yakin tarihli bir ¢alismada, eksprese edilmis bir cpe
kopyasini tasiyan ~65 kb pCPF4969 benzeri bir plazmide sahip E tipi suslar1 tespit
edildigi bildirilmektedir (Li ve ark., 2007; Miyamoto ve ark., 2011).

Yukaridaki bulgular, cpe geninin, ya kromozomda (¢cogu gida zehirlenmesi
izolatinda) ya da bir dizi farkli, ancak siklikla iligkili, konjugatif plazmitlerde
bulunabilecegini, ¢esitli C. perfringens suslarinda mevcut oldugunu acgikga
bildirilmektedir.

1.5.4. CPE Uretimi ve Regiilasyonu

C. perfringens gida zehirlenmesi genellikle, A tipi kromozomal cpe suslarinin
son derece direncli sporlart uygunsuz pisirmeden sag ciktiklarinda ve daha sonra
vejetatif biiyliyen hiicrelere doniistiiklerinde meydana geldigi bildirilmektedir. Bu
bakteriler kontaninegidalarda bulundugu siire boyunca cogalarak yiiksek sayilara

ulastig1 bildirilmektedir. Cok sayida hiicre yutulursa, bazilart midenin asiditesinden
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kurtularak bagirsaga gecdigi bildirilmektedir. Bununla birlikte, bir kez bagirsakta
mevcut olan bu vejetatif hiicreler kisa siire sonra sporlasmaya baslamakta ve CPE
iretmekleri bildirilmektedir. Sporiilasyonun tamamlanmasinda, ana hiicre lize
olmakta ve CPE'yi bagirsak liimenine biraktigi bildirilmektedir (McClane ve ark.,
2013).

Gida kaynakli olmayan CPE, insan gastrointestinal hastalig1 sirasinda, sporlarin
asil enfeksiyoz ajan oldugu disiiniilmekte, bunu bagirsakta tekrarlanan spor
gelismeleri ve sporiilasyon dongiileri (CPE iiretimi ile birlikte) takip etmektedir. Bu
dongii, gida kaynakli olmayan GI hastalik suslar1 tarafindan daha fazla kolonizasyon
kabiliyetine bagh olabilmektedir ve muhtemelen bu hastaliklarin C. perfringens tip A
gida zehirlenmesine kiyasla daha uzun stirmesini bildirilmektedir. Gida kaynakl
olmayan GI hastalik suslarinda konjugatif plazmitlerde cpe geninin varligi,
kolonizasyonda yeterli, ancak dogal olarak CPE negatif, normal flora C. perfringens
suslarin1 bagirsak viriilansina doniistiirerek bu hastaliklara katkida bulundugu

bildirilmektedir ( Brynestad ve ark., 2001).

Diger Clostridium spp ve Bacillus spp.'deki sporiilasyona benzer sekilde,
C. perfringens sporiilasyonu hiyerarsik bir diizenleme kademesini igerdigi
bildirilmektedir (Li ve ark., 2010).

C. perfringens'in in vivo sporiilasyonu esnasinda, heniiz bilinmeyen bir sinyal
ile birlikte inorganik fosfat veya safra tuzlarinin muhtemel varligi ile esas sporiilasyon
diizenleyici olan SpoOA'nin aktivasyonuna sebep oldugu bildirilmektedir (Heredia ve
ark.,1991; Philippe ve ark., 2006).

Diger Bacillus ve Clostridium spp. ayrica SpoOA'nin aktivitesi fosforilasyona

bagl olan bir yanit diizenleyici protein oldugunu gostermektedir; fosforile SpoOA
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daha sonra sporiilasyon i¢in gerekli olan genlerin yukarisindaki bolgelere baglandigi
bildirilmektedir. Baglandiktan sonra fosforile edilmis halde bulunan SpoOA, bu
sporiilasyon genlerinin ifade edilmesi bildirilmektedir. giigsiizlestirilmis mutantlar
kullanilarak, C. perfringens'in sporlanmasi ve CPE iiretmesi i¢in Spo0A'ya ihtiyact
oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (Huang ve ark., 2004; Talukdar ve ark.,
2015).

Fosforile edilmis Spo0A aracigiyla C. perfringens'in aktive edilmesi ile etkinligi
olusturulan hedef genler arasinda SigF'yi kodlayan gen de yer aldigi bilinmektedir
(Talukdar ve ark., 2015). SigF, alternatif bir sigma faktorii olarak C.
perfringens sporiilasyonu ve CPE iiretimi i¢in gerekli olan bir yap1 olarak
bilinmektedir. Ayrica, bir C. perfringens sigF bos susu kullanilarak, SigF'nin, her
biri C. perfringens'de sporiilasyonun tamamlanmasi igin gerekli olan asagi akis
alternatif ~ sporiilasyona  6zgli sigma faktorlerinin, yani SigG, SigK ve
SigE'nin iiretimini  diizenledigi bildirilmektedir. Ancak, SigF'nin (diger ii¢ sigma
faktoriiniin tiretimini diizenleyen) yaninda, CPE iretimi i¢in SigK ve SigE (ancak
SigG degil) gerekli oldugu tespit edildigi bildirilmektedir (Li ve ark., 2010).

Cpe ifadesini diizenleyen A tipi suslarda yer alan cpe geninin iistiinde bulunan
(kromozomal veya plazmit olsun) {i¢ promotdriin varhigr ile agiklanabildigi
bildirilmektedir. Bu promotorlerden ilk sirada yer alan (P1), daha 6nce belirtilen SigK
tanima dizilerine benzer bolgeler igerirken, diger ikinci ve liglincii promotdrler (P2 ve
P3), SigE de yer alan tanima dizileri ile uyustugu bildirilmektedir. Bu bilgiler
birlestirildiginde olusan mevcut modelin, fosforile edilmis SpoOA'nin SigF'nin
transkripsiyonunu aktive ettigi ve ardindan bunlarin tamaminin sporiilasyon ig¢in
gerekli olan SigG, SigK ve SigE'nin transkripsiyonunu etkinlestirdigi ve son kalan
ikisinin de CPE firetimi i¢in esansiyel oldugu bildirilmektedir (Sekill.5) (Ferreira ve
ark., 2016).
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Sekil 1.6. CPE iretiminin regulasyonu i¢in model. CPE regiilasyonii i¢in bu giincellenmis
model, sporiilasyon SpoOA'nin ana diizenleyicisinin, sporiilasyona 6zgii sigma faktorlerinin
ve CPE iretiminin regiilasyoniinde Agr-benzeri ¢ekirdek algilama(qourom sensing)
sisteminin rollerine iligkin sonucu biitiinlestirmektedir. SpoOA ve Agr sistemi tarafindan CPE
iiretiminin diizenleyici mekanizmalarinin heniiz bilinmemesinden dolay1 bu etkilesimlerin;
kirik oklar/ oklar ve soru isaretleri ile gésterilmistir. Gosterilen tiim diizenleyici faktorler
sporiilasyon i¢in O6nem arzedip SigG disinda yer alanlarin tiimii CPE iiretimi i¢in de
esansiyeldir. CcpA (gosterilmemistir) ayrica CPE iiretimini ve sporiilasyonu heniiz bilinmeyen
bir yontemle kontrol edildigi bildirilmektedir.

Fosforillenmis SpoOA ve sporiilasyona 6zgii alternatif sigma faktorlerine ek
olarak, diger bir¢ok kiiresel regiilatoriin, C. perfringens tarafindan sporlanma ve CPE

tiretiminde rol oynadig bildirilmektedir (Ohtani ve ark., 2013).

Bu regiilatorler arasinda, karbon ve nitrojen kullaniminda yer alan bir¢ok genin
ekspresyonunu dogrudan veya dolayli olarak diizenleyen, bir¢cok Gram pozitif
bakteride bulunan kiiresel bir regiilator protein olan katabolit kontrol protein A (CcpA)
bulundugu bildirilmektedir (Richardson ve ark., 2015).
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C. perfringens Tip A susu, SM101'de ccpA geni homolog rekombinasyon ile
bozuldugunda, hem sporiilasyon hem de CPE iretimi biiyilk Ol¢iide
azalmaktadir. Bununla birlikte, sporiilasyonun ve CPE {iretiminin bu CcpA'ya bagimhi
regiilasyonu igeren mekanizma  bilinmemektedir. CcpA'ya ek  olarak, C.
perfringens Agr -benzeri ¢ekirdek algilama sistemi, ayn1 zamanda, tip A susu F5603
tarafindan sporiilasyon ve CPE firetimini de diizenlemektedir. Spesifik olarak, bu
¢ekirdek tanima sistemi, SpoOA {iretimine baglh olarak SigF, Sige, CPE ve
sporiilasyonu olumlu yonde diizenlendigi bildirilmektedir (Li ve ark., 2011).

Bir caligma, sporiilasyon sirasinda SigE, SigF ve SigK ekspresyonu ve CPE
tiretimindeki bir artisi gosterdigi gibi, kiigiik RNA vir X'in sporiilasyon ve CPE
tiretimini negatif olarak diizenledigini bildirmektedir ( Ohtani ve ark., 2013).

Birlikte ele alindiginda, CPEmin siki bir sekilde kontrol edilen diizenlemesi ve
tiretimi sirasinda C. perfringens sporiilasyonu, agikca ¢esitli global regiilatorlere ve
hiyerarsik bir sekilde hareket eden alternatif sporiilasyon sigma faktorlerine baglh

oldugu bilinmektedir.

1.6. CPE'nin Hiicresel Etkisi

Klaudinler, epitelyal ve endotelyal hiicrelerde apikal hiicre-hiicre temas
bolgelerinde  bulunan  siki  baglantilarin ~ (Tight  Junction;TJ)  temelini
olusturmaktadirlar. Klaudinler, memeli TJ'lerinin yapisini, islevlerini diizenlemede
onemli etkileri olan fibriller meydana getirebildigi bildirilmektedir. Klaudin ailesi,
tipik olarak 20-27 kDa boyutunda olan 27 farkli proteinden, ayrica dort transmembran
alanindan, kisa bir C- terminal sitoplazmik kuyruktan ve iki hiicre dis1 halkadan (ECL-
1 ve ECL-2) olustuklar1 bildirilmektedir (Krause ve ark., 2008; Furuse, 2010; Gunzel
ve Yu, 2013).
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Klaudinler siki baglant1 protein (tight-junction) ailesinin iiyeleri olarak CPE'nin
konakg¢1 hiicrelere baglanmasi i¢in fonksiyonel reseptdr olarak gorev aldiklari
bildirilmektedir. Ayrica, arastirmalar neticesinde klaudin 3, 4, 6, 8 ve 14, kanitlanmis
CPE reseptorleri olarak bildirilmektedir. Bununla birlikte, klaudin ailesinin 27
tiyesinin timii CPE reseptorii degildir, ¢iinkii klaudin 1, 2, 5 ve 10, CPE'yi
patofizyolojik  olarak ilgili ~ toksin  konsantrasyonlarinda  baglamamaklari
bildirilmektedir (Lal-Nag ve ark., 2012; Shrestha ve McClane, 2013).

Kimerik klaudinlerin kullanilmasi ile yapilan ¢alismalarda, bir klaudin'in CPE
molekiiliinii  baglamasi i¢in ECL-2 bdlgesinin  6nemli rol oynadigini
bildirilmektedir. Peptid maping ¢alismalari, ECL-2 bolgesi iginde CPE baglanmasi
icin 6nemli olan bir pentapeptit sekansi tanimlandgi bildirilmektedir. Bolgeye yonelik
mutajenez, bu pentapeptitte bulunan bir Asn rezidiiesinin CPE baglanmasi igin kritik
bir evet/hayir belirleyicisi oldugunu ve bitisik rezidiilerin CPE baglanmasinin
afinitesini modiile ettigini bildirmektedir (Winkler ve ark., 2009; Robertson ve ark.,
2010).

CPE: ECL-2 etkilesimlerinin 6nemini vurgulayan sonuglar degerlendirildigi
zaman; yapilan son yapisal analizler Klaudin reseptorlerinin ECL-1 ve ECL-2
bolgelerinin CPE ile etkilestigini ve ECL-1 ile toksin arasindaki etkilesimlerin de
baglanma igin 6nemli bir yer edindigini bildirmektedir(Saitoh ve ark., 2015).

CPE'nin klaudin reseptorlerine baglanmasi, CPE ve hem reseptér hem de
reseptor olmayan Klaudinleri igeren ~90 kDa'lik bir "kiiglik kompleks" olusumu ile
sonuglandig1r bildirilmektedir (Robertson ve ark., 2007). Bu kii¢iik kompleks,
sitotoksisiteyi uyarmak icin tek basina etkili olmamakla birlikte birka¢ kiiciik CPE
kompleksinin, plazma membran yiizeyinde bir 6n gozenek olusturarak CPE

oligomerizasyonunu desteklemek tizere bir etkilesime girebilmesi bildirilmektedir
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(Smedley ve ark., 2007). Bu oligomerizasyon, bir CPE hekzameri ve hem reseptor
hem de reseptor olmayan klaudinler igeren CH-1 adli ~450 kDa'lik bir CPE “biiyiik
kompleksin” olusumuyla sonuglandigi bildirilmektedir (Robertson ve ark., 2007;
Ferreira ve ark., 2016).
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Sekil 1.7. C. perfringens enterotoksininin etki mekanizmasi . CPE 6nce klaudin reseptérlerine
baglanmakta ( yesilkutular1) ve konakg1 hiicrelerin apikal yiizeyinde bulunur ve kii¢iik bir
kompleks olusturmaktadir. Ayni zamanda reseptor olmayan klaudin igeren birkag (yaklasik
alt1) kii¢iik kompleks, CPE oligomerizasyonunu tesvik etmekte ve plazma membran yilizeyinde
bir 6n gozenek olusturmak igin etkilesime girmektedir. Prepore'un CPE molekiillerindeki -
hairpin’ler daha sonra membranlara giren pB-barreller olusturarak CH-1 adli aktif bir gbzenek
meydana getirmektedirler. Diisiik doz CPE tedavisi, simirli bir kalsiyum akisina ve bazi
sitoplazmik kalpain aktivasyonunun kaspaz-3 aracili apoptoza neden olmaktadir. Yiiksek doz
CPE tedavisi, onkoz yoluyla hiicre oliimiinii indiiklemek i¢in gii¢lii bir kalsiyum akisi
sitoplazmik kalpain aktivasyonuna neden olmaktadir. Hiicrelerin morfoljik yapilarinda
meydana gelen hasarlar, hiicrelerin bazolateral yiizeyini agiga ¢ikarmak yoluyla CH-1
kompleksi olusturmak amaciyla CPE'nin diger reseptdrlere erismesine olanak
saglamaktadirlar. Bu bazolateral yiizey =~ maruziyeti ile birlikte CPE-reseptor olmayan
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okliidin ve klaudinin molekiilleri sitoplazmada CH-2 adli ikinci biiyiik bir kompleksin
olusumuna sebep oldugu bildirilmektedir (Ferreira ve ark., 2016).

CH-1 kompleksindeki CPE'den gelen -hairpin bir -barrel birlesir ve bu zarlara
hizla girerek bir por olusturmakta ve hassas memeli hiicrelerinde plazma zari
gecirgenlik degisikliklerine neden oldugu bildirilmektedir. CPE poru katyona
gecirgendir ve CPE kaynakli hiicre 6limii i¢in gerekli degilse de énemli olan bir
kalsiyum akisina izin verdigi bildirilmektedir (Chakrabarti ve ark., 2005; Ferreira ve
ark., 2016).

Diistik CPE dozlar, diisiik sayida por olusumuyla sonuglamakta ve orta diizeyde
bir kalsiyum akisina neden olmaktadir. Kalmodulin ve kalpain aktivasyonunu igeren
bir siire¢ yoluyla, bu smirli kalsiyum akisi, klasik apoptozun tim ayirt edici
ozellikleriyle (6rnegin sitokrom-c salinimi) CPE etkisine maruz kalan hiicrenin
kaspaz-3 vasitasiyla oliimiinii tetiklemektedir. Buna karsilik, daha yiiksek CPE dozlari
cok sayida por olusumuna neden olarak biiyiik bir kalsiyum akisina neden oldugu
bildirilmektedir. Kalmodulin ile beraber ¢ok giiclii bir kalpain aktivasyonunu igeren
bu yiiksek miktarlarda olusan kalsiyum akisi, onkoz (oncosis) olarak bilinen bir

nekrotik hiicre 6liimii ile sonuglandig bildirilmektedir (Chakrabarti ve ark., 2003).

Uzun zaman, CPE’e maruz kalan hiicrelerde, bazolateral hiicre yiizeyinde
morfolojik hasar ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Bu, toksinin, epitelyal TJ'lerin yapisal
bir bileseni olan klaudinler ve okludinler iceren CH-2 daha da biiyiik (~600 kDa) bir
kompleks olusturacak sekilde baglanmasina izin vermektedir. CH-2'nin
sitotoksisiteye katkisi heniiz kesinligi net olmasa da okludin’in (ve klaudinlerin)
CPE’ye maruz kalan hiicrelere igsellestirilmesini agiklamaya katki saglayabildigi

bildirilmektedir (Ferreira ve ark., 2016).
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1.7. CPE in vivo Etkileri

Insan dahil tiim memelilerin ince bagirsaginda enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalardan birini CPEler olusturdugu bilinmektedir. Bu hasar bagirsak
mukozasinda histolojik boyutta olup toksin benzeri bir sekilde insan ince bagirsak
dokusuna ex vivo zarar verdigi belirlenmektedir. CPE'nin neden oldugu histolojik
hasar, epitelyal nekroz ve deskuamasyonun yani sira ciddi villus kisalmasini
icermektedir. Hayvan model ¢alismalarinin bu histolojik hasar gelisiminde CPE
baslatilan sitotoksite bir rolii oldugunu desteklemektedir. Sitotoksik olmayan, ancak
baglanma yetenegine sahip CPE tiirevleri tavsanlarin ince bagirsaklarinda histolojik
hasarin gelismesine neden olmadigi bildirilmektedir. CPE'nin hiicresel etkisini
toksinin bagirsak etkileriyle daha fazla iligkilendiren gozlemler, CPE'in ilk 6nce bol
miktarda CPE reseptorii Klaudin 4 bulunan tavsan ince bagirsaginda villus uglarina

zarar verdigi bildirilmektedir (Smedley ve ark., 2008).

CPE'nin neden oldugu bagirsak hasari, CPE'nin neden oldugu sivi ve elektrolit
salgilanmasinda O6nemli olmasa da, onemli bir katkida bulunuyor gibi
goriinmektedir. Ornegin, tavsan ince bagirsak anslarinda, CPE'nin neden oldugu
histolojik hasarin baslangici ile s1v1 ve elektrolit kaybinin baglangici arasinda yakin bir
zamansal iligki tespit edilmektedir. Ayrica, histolojik hasara neden olabilen CPE
dozlan ile tedavi edilen hayvan modellerinin sadece ince bagirsaklarinda sivi ve

elektrolit kayiplar bildirilmektedir (Sherman ve ark., 1994).

Uzun yillar boyunca, bu organin reseptor Klaudinlerin mevcudiyeti nedeniyle
yiiksek seviyelerde enterotoksin baglama kabiliyetine ragmen, CPE'nin kolon {izerinde
hicbir etkisinin olmadigma inaniliyordu, ancak yakin tarihli bir ¢alisma, CPE'nin
tavsan kolonunda histolojik hasara ve sivi/elektrolit kayiplarina neden oldugunu
gostermektedir. Bu sonug, Oklahoma psikiyatri tesisindeki hastalarda meydana
gelen siddetli C. perfringens tip A gida zehirlenmesi salgininda gozlenen nekrotizan

koliti agiklamaya yardimci oldugu bildirilmektedir (Garcia ve ark., 2014).
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Daha oOnce bahsedildigi gibi, ¢aligmalar CPE'nin bagirsaklardan dogrudan
emilebilecegini gostermektedir. Enterotoksinin dolasimdaki bu goériiniimii, karaciger
ve bobrekler gibi bagirsak disi organlara baglanmasina yol agmaktadir. Bu
etkilesimler, biiylik Ol¢iide farelerde kalp durmasina neden olan hiperpotasemi
nedeniyle dliimciil enterotoksemiye neden oldugu bildirilmektedir (Caserta ve ark.,
2011).

CPE'nin neden oldugu enterotokseminin, psikiyatri hastanelerinde daha 6nce
bahsedilen C. perfringenstip A gida zehirlenmesi salginlarmin ciddiyetini
aciklayabilecegi One siiriilmektedir. Bu salginlar ile birlikte kullanilan psikotropik
ilaca bagl kabizlik veya fekal impaksiyon yan etkileri olan ayn1 zamanda muhtemelen
ishali geciktiren ve CPE'nin bagirsaklarla uzun siireli temasini geciktirerek toksin
emilimini arttirarak insanlarda 6liime neden oldugu bildirilmektedir (Ferreira ve ark.,

2016).

1.8. CPE’nin As1 olarak kullanim potansiyeli

Tanimlanmig bir sekans CPE fragmani, epitop maping c¢alismalarinda bir CPE-
spesifik monoklonal antikorlar (MAb) paneli ile reaksiyona girerek enterotoksin
proteini boyunca dagilmis, epitop sunumunda yer alan en az dort bolge tespit
edilmistir. Bir anti-CPE MADb, yani MAb 3C9 tarafindan taninan lineer bir epitop,
enterotoksinin C-terminal bolgesinde 30 amino asit ile eslesmektedir. CPE'nin C-
terminal bolgesi enterotoksinin klaudin'e baglanmasinda rol oynamaktadir, bu nedenle
MADb 3C9'un bu bolgede bulunan bir epitop ile reaktivitesi, bu monoklonalin CPE
reseptor baglanmasini bloke eden nétralizan bir antikor oldugu gézlemleriyle tamamen
tutarl oldugu bildirilmektedir (Shrestha ve ark., 2014).
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C-terminal bolgesi CPE fragmanlart sitotoksik olmadigindan dolayi, bu
fragmanlarda nétralizan bir epitopun varligi, bunlarin potansiyel CPE as1 adaylari
olabilecegini diisiindiirmektedir. Dolaysiyla, bir tiroglobulin tasiyicinin, CPE'nin C-
terminalinda 30 amino asidine karsilik gelen sentetik bir peptit ile konjuge edilmesiyle
test edilmektedir. Farelerin intravendz yolla bu konjugat ile agilanmasinin ardindan
yiiksek titrelerde CPE-nétralizan antikor yaniti olusturmaktadir. Bu konjugat
boylelikle bir as1 potansiyeline sahip olmakla birlikte, CPE aracili hastaliga karsi
bagirsak korumasi i¢in aday gosterilmektedir ancak heniiz mukozal bir IgA yanitini

uyarma yetenegi agisindan test edilmedigi bildirilmektedir (Ferreira ve ark., 2016).

1.9. Clostridium perfringens beta2 toksin

Beta2 toksini (CPB2), 28 kDa ve por olusturan bir toksin olarak ilk kez nekrotik
enteritte maruz kalan domuz yavrusundan tespit edilmistir. Daha sonra, bu toksini
kodlayan gen (cpb2), insanlar, sigirlar, koyunlar ve keciler, atlar, tavuklar ve
domuzlar dahil olmak iizere ¢ok cesitli hayvanlardan ve enterik hastaligi olan
insanlardan alinan izolatlarda tespit edilmistir. C. perfringens tiirlerinin ¢ogu veya
timii, CPB ile 6nemli bir amino asit homolojisine sahip olmayan CPB2 iirettigi
bildirilmektedir. 1ki ana cpb2 varyanti "konsensiis" geni veya "atipik" gen
bilinmektedir. Konsensiis geni hemen hemen her zaman domuz izolatlarinda eksprese
edilmektedir (>%90). Ancak domuz dis1 izolatlarin cpb2 genlerinin yaklagik yarisinin
ekspresyon eksikligine yol agan bir frameshift’e sahip olduklari bildirilmektedir.
CPB2'nin farkli hayvan tiirlerinin bagirsak hastaliklarina katilimi da kanitlanmadig
bildirilmektedir, c¢linkii cpb2-pozitif C. perfringens suslari genellikle saglikli
hayvanlardan da izole edilmektedir. Aksine bir kanit olmasindan dolay: aksesuar ve
mindr toksin olarak kabul edildigi bildirilmektedir (Gohari ve ark., 2021).

Insanlarda, toksin, antibiyotikle iligkili ishalde enterotoksin ile
iligkilendirilmigtir. C. perfringens beta2 toksin aracili enterik hastaliklarda gézlenen

klinik belirtiler, digkida kan, karin agrisi ve viicut kondisyon kaybi ile macunsu

44



ishalden sulu ishale kadar degismektedir. Beta2 toksininin, nekrotik ve hemorajik
enterit tretiminde C. perfringens'in diger ana toksinleri ile sinerji i¢inde hareket
edebilecegi varsayilmaktadir. Saglikli hayvanlardan beta2 toksijenik C. perfringens
izolasyonu, bir risk ve potansiyel bir saglik tehlikesinin gostergesi olarak kabul
edildigi bildirilmektedir. Enterik disbiyozonu uyandiran durumlar ve diger
predispozan faktorler klostridial hastalik salgmina yol agabildigi bildirilmektedir
(Gurjar, 2008; Kiu ve Hall, 2018).

Clostridium perfringens beta2 toksini (CPB2) hayvanlarda ve insanlarda
nekrotik enteritin 6nemli bir etken olarak goériinmesinin yaninda; saflagtirmanin
zorlugu ve bu toksine kars1 spesifik antikorlarin bulunmamasi nedeniyle de patojenik
etkinlikleri ve fonksiyonel mekanizmalari hakkinda yapilan ¢alismalar bir takim
zorluklar igerdigi bildirilmekteir. Konu ile ilgili ¢alismalar goz oniine alindiginda
biyolojik ve patolojik mekanizmalarinin daha fazla arastirilmasi igin saflagtirilmis bir
CPB2 toksinine ve bu toksine karsi olusmus olan bir antikor elde etmek énemli oldugu
bildirilmektedir (Zeng ve ark., 2016; Gohari ve ark., 2021).

1.10. Clostridium perfringens Kaynakhh Enfeksiyon Hastaliklarinin
Patogenezi

1.10.1. Klostridyal Miyonekroz / Gazli Gangren

Gazli gangren, insanlarda meydana gelen bakteriyel hastaliklarindan biri
olmakla birlikte hastaligin patogenezi, Clostridium perfringens tip A'nin vejetatif
hiicreleri veya sporlari, biiyiik bir travmatik yaralanma veya cerrahi bir yarayla viicut
bosluguna girmesi ve infekte etmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. etkenin toprak veya
diger ¢evresel kotaminantlardan travma veya cerrahi miidahale sonucu olusan yaradaki
yumusak dokuya ulagmasi, digeri ise yaralanan bolgelerde kan akiminin bozulmasina
bagli olusan oksijenden fakir alanlarin etkenin tiremesi i¢in ideal ortam olusturmasidir.

Etken antibiyotik tedavisi ve cerrahi miidahale kombinasyonu ile hizli bir sekilde
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kontrol edilmezse, hastada hizli bir sekilde sistemik toksemi ve sok olusturur; toksinler
viicudun hemodinamik sistemleri tizerinde etki ederek oliime neden olur. Hastalikta
rol oynayan birincil toksin a-toksin, enzimatik aktiviteye sahip oldugunu gosteren ilk
bakteri toksinidir. Clostridium perfringens Tip A’nin, iirettigi a-toksin fosfolipaz C ve
sfingomiyelinaz aktivitelerine sahip Oliimciil bir dermonekrotik toksin oldugu

bildirilmektedir (Rood., 1998; Stevens ve Bryant, 2002).

1.10.2. Gida intoksikasyonu

Clostridium perfringens, hem histotoksik hastaliklara hem de bagirsak
hastaliklarina, yani enterit veya enterotoksemiye (bagirsakta firetilen toksinler
dolasima emilir ve daha sonra beyne zarar verir) neden olan en etkili patojendir. Gida
infeksiyonu, cpe geni tasiyan Clostridium perfringens Tip A ile kontamine gidalarin
tilketilmesi  sonucu  olusmaktadir.  Clostridium  perfringens kaynakli gida
infeksiyonlarinin patogenezinde gidalara uygulanan 1sitma ve sogutma islemleri
onemlidir. Ette/et iceren yiyeceklerin uygun olmayan sekillerde 1sitma ve depolama
kosullarinda yada yiyeceklerin dondurulduktan sonra birkag¢ defa olmak {izere yeniden
wsitilmast ile Clostridium perfringens sporlarinin germinasyonunun yaninda vejetatif
hiicrelerin hizla bir sekilde biiyiimesine sebep oldugu bildirilmektedir. ince bagirsakta
sporiilasyon sonucu enterotoksin aciga ¢iktiginda, epitel hiicrelere baglanarak,
olusturdugu doku hasarini takiben, sivi ve iyon kaybi bildirilmektedir (Rood,1998;
Uzal ve ark., 2014).

1.10.3. Enteritis Nekrotikans

Clostridium perfringens Beta2 toksini (CPB2) hayvanlarda ve insanlarda
onemli bir nekrotik enterit faktorii olarak bildirilmektedir. Bununla birlikte, patojen

rolleri ve fonksiyonel mekanizmalari, purifikasyon zorlugu ve toksine karsi spesifik
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antikorlarin olmamasi ¢aligmalarda problemler yarattigi bildirilmektedir. Clostridium
perfringens tip C tarafindan iiretilen B-toksinin neden oldugu enteritis nekrotikans
kontamaine gidalarin tiiketilmesi ile abdominal kramplar, kanli diyare, kusma gibi
semptomlarla karakterize oldugu bildirilmektedir. Bagirsaktaki cpb2-pozitif C.
perfringens suslarinin varligi insanlardaki bagirsak hastaliklariyla iligkilendirilmistir.
Bagirsakta olusan nekrotik yanginin, ilerleyen asamalarda bagirsak obstriiksiyonlari
ve sistemik toksemi sonucu Oliimlere neden oldugu bilinmektedir. Hastaligin
mortalitesi % 15-25 arasinda degistigi bildirilmektedir (Brynested ve Granum, 2002;
Zeng ve ark., 2016).

Bu tez ¢alismasinda, Clostridium perfringens intoksikasyonlari i¢in koruyucu ve
tedavi edici amagli rekombinant enterotoksin, alfa ve beta2 toksin gelistirildi. Bu
amagcla diinya ¢apinda ve 6zellikle Tiirkiye’ de en sik izole edilen C.perfringens type
A’ ya kars1 rekombinant toksinler gelistirilmistir. Bu rekombinant proteinler koruyucu
ve tedavi amagla kullanima hazirlanmistir. Hazirlanan proteinler immun serum olarak
gida enfeksiyonlarin’da tedavi amagli kullanilabilir. Ayrica C.perfringens teshis kiti
olarak enfeksiyon kaynagmin hangi toksinleri i¢erdiginden bilgi elde edilir. Bu

calisma tlilkeye ekonomik olarak katki saglamaktadir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Susun Secimi

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim
Dal1 Kiiltiir Koleksiyonu’nda yer alan daha 6nce Anabilim Dalinda Refrans Sus olarak
kullanilan; Clostridium perfringens ATCC13124 (cpa gen i¢in), NCTC 8239 (cpa, cpe
genler i¢in), ATCC 3626 (etx, cpb gen i¢gin) suslar1 kullanildi.

2.1.2. Bakteri izolasyon ve Identifikasyon i¢in Klasik Kiiltiir yontemler

2.1.2.1.Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) Agar (Oxoid, CM 587)

e Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC) Agar (Oxoid CM587)
e Perfringens Selective Supplement (Oxoid SRO088E)

TSC agar igeriliginde mevcut olan ferrik amonyum sitrat ve sodyum
metabisiilfit, C. pefringens’in siilfit indirgemesinin indikatorii olarak kolonilerin siyah
goriiniise sahip olmasinda rol oynadigi bilinmektedir. Perfringens TSC Selective
Supplement (Oxoid, SR 88) refakatci floray1 inhibe ederek C. perfringens izolasyonu

icin secicilik saglamaktadir.
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Hazirlanma yontemi:

Agardan 23 g tartildi ve 500 mL distile su ilave edildi manyetik karistirici ile
karistir1ldi. Besiyerinin pH degeri 7’ ye ayarlandi ve ¢oziinmesi i¢in sicak su banyosuna
konuldu. Besiyeri otoklavlanarak edilerek sterilize edildi. Daha sonra Perfringens

Supplement besiyerine ilave edildi, sogutuldu ve steril petrilere paylastirildi.

2.1.2.2. Kanh Agar

Bu test i¢in BD BBLTM CDC Anaerobe 5% Sheep Blood Agar (111-251733-
N-01) kullanild:

2.1.2.3. Cooked Meat Medium (Oxoid, CM 81)

Cooked Meat Medium’da Clostridia tiirleri sakkarolitik (eti par¢calayamadan asit
ve gaz olusumu, hidrojen siilfit iiretebilme) ve proteolitik aktivite (eti parcalayarak

kot kokulu siilfiir bilesikleri olusturma) gostermektedir.

Hazirlanma yontemi:

Tiipler icerisine 1 g hazir besi yeri konuldu ve iizerine 10 mL distile su ilave

edildi. Otoklavland: ve steril hale getirerek test igin hazirlandu.

2.1.2.4. Gram Boyama Gerecleri

Bu c¢alismada Clostridium perfringens’ in dogrulamasinda kullanilan bir
yontem olarak ele alindi ve bakterinin Gram pozitif oldugunu ve morfolojik

Ozelliklerini tespit etmek i¢in kullanildi.
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2.1.2.4.1. Kristal Viyole (Merck, 109218)

Bu test icin kristal viyole soliisyonu kullanildi. Bazik 6zellikteki nedeniyle,
Gram pozitif bakteriler mor renge boyanmasi saglandi. Gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarinda teikoik asidin olusturdugu kalin peptidoglikan yapidan dolay1 pozitif

bakteriler mor olarak tespit edildi.

2.1.2.4.2. Tyodin Soliisyonu (Merck, 624M)

Bu ¢alismada Lugol’un iyodini soliisyonu kullanildi ve Kristal viyole ile boyana
hiicreler lugol ile muamile edildi, bu sayede Gram pozitif bakterilerin boyandig: mor

renk kalic1 hale geldi.

2.1.2.4.3. Alkol (Merck, 100971.2500)

Hazir halde % 96 saflikta olan etil alkol Gram boyama asamasinda
dekolarizasyon icin kullanildi. Kristal viyole ve lugol sonrasinda Gram pozitif

bakterilerin mor rengi alkol ile muamile edildi.

2.1.2.4.4. Safranin (Merck, 94635)

Kirmizi renk olan safranin alkol ile rengini birakan Gram negatif bakterilerin

yeniden boyanmasi i¢in kullanildi.
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2.1.2.4.5. immersiyon Yag (Merck, 104699.0100)

Immersiyon yagi, bakterilerin morfolojik degerlendirme asamasinda daha iyi

goriintii almak i¢in kullanildi.

2.1.2.4.6. Isik Mikroskop

Boyanan preparatlar 151k mikroskobu (Nikon, Alphaphot, Japonya) ile 10x, 40x
ve 100x objektifler ile degerlendirildi.

2.1.2.5. Laktoz Jelatin Medium

Mikroorganizmalarin proteolitik aktivitelerini ortaya ¢ikarmak igin jelatin
kullanilmaktadir. Laktoz jelatin medium bir kati besi yeri olarak mikroorganizmalarin
laktoz fermentasyonu sonucu asit ve gaz olusturma, jelatinin jelatinaz aktivitesiyle
stvilagma Ozelliklerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Dolaysiyla, agsagida belirlenen
bilesenler 1litre distile suda ¢6zdiirtildii ve Karisimin pH’s1 7,5’a ayarlandi. Daha sonra
su banyosuna konuldu ve karigim igine jelatin yavasea ilave edildi ve jelatinin erimesi
saglandi. Homojen hale gelen bu karisim, tiiplere 10’ar mL olarak transfer edildi ve

son olarak teste hazir hale gelmesi i¢in otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmesi

saglandi.
Bilesim:
Pepton kazein 15¢
Maya 10 g
ekstrakti
Laktoz 10 g
Na2HPO4 59
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Jelatin 120 g

Fenol red (% 1) 5mL
Distile su 1000 mL
pH 7,5+£0,2 25°C

2.1.2.6. Nitrat Motilite Medium (Fluka 14305)

Nitrat Motilite Medium tiipte hazirlanan yari-kati1 bir agar olarak bilinmektedir.
Hareketli bakteriler agar’da bulaniklik olusturarak ekim ¢izgisinin digina ve hareketsiz
bakteriler ekim ¢izgisinde tiremektedirler. Besiyerine nitrat reaktifi ve ¢inko tozu ilave

edildiginde bakterinin nitrat1 nitrite veya amonyaga indirgeme Ozelligi tespit

edilmektedir.
Bilesimi g/L
Agar 39
Disodyum hidrojen fosfat 2,5¢
Galaktoz 50
Jelatin pepton (pankreatik) 59
Et ekstrakti 309
Potasyum nitrat 59

Hazirlanma yontemi:

Hazir besiyerinden 23,5 g tartild1 ve 1 L distile suda ¢ozdiiriildii. Karigim {izerine
5 mL gliserin ilave edilip pH degeri ayarland1 ve sicak su banyosunda eritildi. Daha

sonra tiiplere 11 ml “ser olarak dagitildi ve steril hale gelmesi i¢in otoklav edildi.
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2.1.2.7. Griess Ilosvay Ayraclari

Ayraglar taze olarak esit hacimde hazirlandi ve Griess Ilosvay A (% 0,5’1ik alfa

naftilamin) ve Griess Ilosvay B (% 0,8’lik siilfanilik asit) karistmindan olusmaktadir.

2.1.2.7.1. Griess Ilosvay Soliisyonu A

Soliisyonu hazirlamasinda a-naftilaminden 0,5 g tartildi ve 100 ml, 5 M’lik

asetik asitte ¢ozlindiirtildi.

Bilesimi
a-naftilamin (Merck; 8.22291.0100) 0,5¢g/L
Asetik asit (5 M) (Merck; 1.00366.2500) 100 mL

2.1.2.7.2. Griess Ilosvay Soliisyonu B

Soliisyonu hazirlamas i¢in siilfanilik asitten 0,8 g tartildi ve 100 mL, 5 M’lik

asetik asitte ¢oziindiirtildii.

Bilesimi
Siilfanilik asit (Merck; 1.00686.0250) 0,8 g/L
Asetik asit (5 M) (Merck; 1.00366.2500) 100 mL
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2.1.2.7.3. Cinko Tozu (Merck, 1.08774.1000)

Cinko tozu nitrat rediiksiyon testinde Griess Ilosvay soliisyonlari ile reaksiyon

gerceklesmedigi durumlarda nitrat varligini tespit etmek icin kullanildi.

2.1.2.8. Hidrojen Peroksit Soliisyonu(Merck; 1.08597.1)

Hidrojen peroksit bakterilerde katalaz enzimini aktive eder. Katalaz, hidrojen
peroksiti su ve oksijen olarak ayristirmakla birlikte toksik etkiyi ortadan kaldirir.
Bakterilerin katalaz enzimi varligini tespit etmek igin % 3 hidrojen peroksit (H202)
hazirlandi. Hazir % 30’luk hidrojen peroksitten 3 mL alind1 ve {izerine 27 mL distile

su ilave edildi bu % 3’lik H202 soliisyonu katalaz testi i¢in kullanildu.

2.1.2.9. Brain Heart Infusion Broth(Oxoid, CM 1135)

Brain Heart Infusion Broth bakterilerin hizla c¢ogalmasin1 ve gelismesini

saglayan besiyeridir.

Bilesimi g/L

Beyin infiizyonu 12,5

Sig1r kalp inflizyonu 5

Proteoz pepton 10

Glukoz 2

Sodyum Klorit 5

Disodyum fosfat 2,5

Potasyum nitrat 5

pH 7,4 +0,2 @ 25 °C
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37 g Brain Heart Infusion Broth tartilarak 1 L distile suda ¢oziindiiriildi ve
tiplere 10 mL miktarda dagitildi. Tipler otoklavda steril edildi ve pH 7,4 +0,2’ye

ayarlandi.

2.1.2.10. Jar, Anaerojen Kit ve indikatorii ile Parafin

C. perfringens’in gelisimi ve anaerob ortam saglamasi ic¢in jar icerisinde
AnaeroGen (Oxoid AN 025A- AN 035A) kitler ve indikatorii (Oxoid, BR0055)
kullanildi. Ayrica C. perfringens izolatlarinin Cooked Meat Medium ve Brain Heart
Infiizyon Broth’da anaerob ortamda muhafaza edilmesi i¢gin kat1 halde olan parafin

otoklavlandiktan sonra sivi haldeyken tiiplerde olan medium {izerine ilave edilerek

kullanildi.

2.1.2.11. Gliserol (Merck, 104092)

Plasmidler ve bakterileri -80 °C’de uzun siire muhafaza edebilmek igin
kullanild

2.1.3. Cahsmada Kullanilan Plasmid

Klonlama basamaginda pET28a(+) plazmidi ((Novagen) kullanildi
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Sekil 2.1. Bu ¢alismada kullanilan plazmidinpET28a(+) genom haritast.
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Sekil 2.2. pET28a(+) klonlama ve eksperesyon bolgesi
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2.1.4. Cahismada Kullanilan Enzimler

Klonlama c¢alismasinda kullanilan tiim enzimler asagida belirlenmektedir

(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Kullanilan kesim enzimleri ve markast.

Enzimler Marka
FD-EcoRlI ThermoScientific/ ABD
FD-Xhol ThermoScientific/ABD
Taq DNA polimeraz ThermoScientific/ABD
Taq DNA Phusion ThermoScientific/ABD
T4 DNA ligaz ThermoScientific/ABD
T4 DNA polimeraz ThermoScientific/ABD

2.1.5. Calismada Kullamilan E.coli Suslar:

Tez galismasinda genel klonlama amaciyla E.coli Max Efficiency DH5-alfa ve

protein eksperesyonu i¢in BL21(DE3) Star suslar1 kullanildi.

2.1.6. Bakteri Besiyerleri

Bu tez ¢alismasinda klonlama ve plasmid hazirlama boliimiinde besiyeri olarak

Super Optimal Broth (SOC), Luria Bertani (LB) broth ve agar kullanildi (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Bakteri besiyerlerinin hazirlanmasi.

LB broth LB agar SOC
Yeastextract | 5¢ Yeast extract 50 Yeast extract % 2 (w/v)
Tryptone 10¢g Tryptone 10g Tryptone % 0,5 (W/v)
NaCl 10g NaCl 109 NaCl 10 mM
distile su 1 litre distile su 1litre KCI 25 mM
Agar 20g MgCI2 10 mM
Glucose 20mM

2.1.7. TBE Buffer pH=8 (10 X) 1000 ml

Tris base 890 mM 107,812 gr
Boric Acid 890 mM 55,0 gr
EDTA 25mM 9,25 gr

1000 ml double-distille su (ddH20) iizerlerine eklendi ve pH 8’¢ ayarlandi.

2.1.8. TE (for 100 ml)

Tris-Hcl pH=8 10mM 0,12 gr

EDTA 1mM 0,0322 gr

100 ml double-distille su (ddH20) tizerlerine eklendi ve pH 8’e ayarlandi.

2.1.9. DNA Ekstraksiyon

Bu ¢alismada iki yontem kullanildi; 1. Boiling metod 2. I-genomic BYF DNA
Mini Kit (Intron Biotechnology).
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2.1.10. Primer Ciftleri

Cizelge 2.3. Bu calisma igin primerler CLC, Main WorkBench, Danimarka ile

tasarlandi.
PRIMER Primer sekanslari bp (size gene)
Alpha-full-F: GAATTC ATGAAAAGAAAGATTTGT
Alpha-full-R: CTCGAG TTTTATATTATAAGTTGAATT 1194
CT-Alpha-F:CGGAATTC AAAAGAACTAGTAGCTTACAT
CT-Alpha-R: CTCGAG ATTTTATATTATAAGTTGA 347
Cpe-Full-F: GAATTC ATGCTTAGTAACAATTTAAATCC
Cpe-Full-R: CTCGAG AAATTTTTGAAATAATATTGAATAAGG o
CT- Cpe-F: GAATTC AGATGTGTTTTAACAGTTCCATCTAC
CT- Cpe-R: CTCGAG TAAAATTTTTGAAATAATATTGAATAAGGG 407
Cpb2-Full-F: GAATTC ACAAAATGAAAAAATTAATAGTAAAAG 798
Cpb2-Full-R:CCCTCGAG ATAACAATAACCCTCACCAAATAC
CT-Cpb2-FWD: GAATTC CACCAAGTTTCAGAACTCA 355

CT-Cpb2-REV: CTCGAG CAATAACCCTCACCAAATAC

GAATTC : Restriction enzyme EcoRl, CTCGAG: Restriction enzyme Xhol.

2.1.11. Jel Ekstraksiyon Kit (Catalog numbers K2100-12 and K2100-25)

Bu caligmada jel ekstraksiyonu icin Invitrogen™ PureLink™ Quick Gel

Extraction Kit (Catalog numbers K2100-12 and K2100-25).

PureLink Hizli Jel Ekstraksiyon Kiti, ¢esitli ylizdelerde TAE veya TBE agaroz

jellerinden DNA pargalarini hizli ve verimli bir sekilde saflastirmaga olanak tanir.

DNA, PureLink silika membran bazli hizli jel ekstraksiyon kolonlar1 kullanilarak

farkli erime noktalarma sahip agaroz jellerden ~30 dakikada ekstrakte edilebilir ve

saflastirilabilir.
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2.1.12. T4 DNA Ligaz (Thermo Scientific; Catalog number: EL0011)

Thermo Scientific T4 DNA Ligaz, dubleks DNA veya RNA'da yan yana
yerlestirilmis 5'-fosfat ve 3'-hidroksil terminalleri arasinda bir fosfodiester bagi
olusumunu katalize eder. Enzim, dubleks DNA, RNA veya DNA/RNA hibritlerindeki
tek zincirli ¢entikleri onarir. Ayni zamanda, kohezif veya kor uglarla(blunt) DNA
pargalarini birlestirir, ancak tek sarmalli niikleik asitler lizerinde higbir aktivitesi

yoktur.
T4 ligazin kullanim alanlar
* Restriksiyon enzimi tarafindan iiretilen DNA fragmanlarinin klonlanmasi
* PCR iirinlerinin klonlanmasi
* Cift sarmall1 oligoniikleotid baglayicilarin veya adaptorlerin DNA'ya baglanmasi
* Bolgeye yonelik mutagenez
* Gii¢lendirilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP)
* Ligaz aracili RNA tespiti
* Dubleks DNA, RNA veya DNA/RNA hibritlerinde Nick onarimi

* Lineer DNA'nin kendi kendine sirkilasyonu

2.1.13. Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Maxiprep Kit (Thermo
Scientific™ K0491)

GeneJET™ Plazmid Maksiprep Kiti, rekombinant E.coli kiiltiirlerinden yiiksek
kaliteli plazmid DNA'nin biiyiik 6l¢ekli izolasyonu igin tasarlanmistir. Kit’de silika

bazli membran teknolojisini kullanilmaktadir.
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2.1.14. IPTG (izopropil pB-D-I-tiogalaktopiranosid; Catalog Number
AM9462, AM9464)

IPTG proteinlerin asirt ekspresyonunda kullanildi. Bu uygulama i¢in onerilen
yogunluk 0,1-0,4 mM olarak hazirlandi. Ancak kullanilan miktar bakteri vektorii ve

susuna gore degisir.

IPTG tipik olarak suda 0.1-0.84 M (23,8-200 mg/mL) stok ¢6zeltiler olarak
hazirlandi ve 0,2 pm tek kullanimlik filtreden gecirilmesiyle sterilize edildi.
Alikotland1 ve —20°C'de kullanim i¢in saklandi.

2.1.15. MagneHis™ Protein Purification System(Promega; V8500)

Protein saflastirilmas: veya purifikasyonu i¢in kullanildi. MagneHis™ Protein
Saflagtirma Sistemi, polihistidin veya HQ etiketli, eksprese edilmis proteinlerin

saflastirilmasi i¢in basit, hizli, glivenilir bir yontem saglamaktadir.

2.1.16. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS poliakrilamid jel elektroforezi, proteinlerin molekiiler agirlaklarina bagl
olark bir poliakrilamid jel i¢inde ayrilmasina neden olmaktadir. Proteinler amfoterik
molekkiillerdir. Proteinleri tek yonlii hareket ettirebilmek icin, iizerlerine diizgiin bir
sekilde negatif yiik yaratilir. SDS proteinleri denatiire etmekte ve onlara negatif yiik

saglamaktadir.
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2.1.16.1 Acrylamide/Bis (30% T, 2.67% C) Catalog #161-0125, 37,5:1

acrylamide/bis powder

Acrylamide (29,2 g/100 ml) 87,60 g

N'N'-bis-methylene-acrylamide 2,40 ¢

Deyonize saf su (diH20) ile 300 ml tamamland:. Filter’den gegirildi ve +4°C

buzdolabinda karanlik ortamda sakland1 (30 giin kullanma siiresi).

2.1.16.2. 1.5 M Tris-HCI, pH 8,8 (150 ml) (catalog #161-0798, 1 L)

Tris base (18,15 g/100 ml) 27,23 g

Deyoniz saf su (diH20) 80 ml

6 N HCI HCI kullanarak pH 8,8’¢ ayarland1 ve deyonize saf su ile 150ml ‘ye

tamamland1 ve +4°C buzdolabinda saklandi.

2.1.16.3. 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (catalog #161-0799, 1 L)

Tris base 6,00 g
diH20 60 ml

6 N HCI kullanarak pH 6,87’¢ ayarlanip ve deyonize saf su ile 100 ml ‘ye

tamamland1 ve +4°C buzdolabinda saklandi.
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2.1.16.4. % 10 (w/v) SDS (100 ml) (catalog #161-0416)
SDS 10,00 g

diH20 90 ml

Hafif¢e karigtirarak eritildi ve deyonize saf su ile (diH20) 100 ml tamamlandi.

2.1.16.5. 2x SDS-PAGE (Laemmli, 30 ml) (catalog #161-0737)

62,5 mM Tris-HCI, pH 6.8, % 2 SDS, % 25 glycerol, % 0.01 bromophenol blue, % 5
-mercaptoethanol (taze halde eklensin)

0.5 M Tris-HCI, pH 6,8 3,75 ml

% 50 Glycerol 15,0 ml

% 1.0 Bromophenol blue 0,3ml

%10 SDS 6,0 ml

diH20 30 ml tamamlandi

B -mercaptoethanol (950 pul sample buffer igin 50 pl) kulanmadan once taze olarak
eklendi.

2.1.16.6. % 10 (w/v) APS (giinliik taze hazirlanir) (catalog #161-0416)

Ammonium persulfate 0,109

diH20 1ml
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2.1.16.7. 10x SDS-PAGE (1 L) (cata log #161-0732)

(250 mM Tris, 1,92 M glycine, % 1SDS, pH 8,3)

Tris base 30,30 g
Glycine 144,10 g
SDS 10,00 g
diH20 1 L’ tamamlandi

< pH"1 (~pH 8,3) ayarlamaya gerek yoktur.

2.1.16.8. Coomassie Gel Stain (1 L)

Coomassie Blue R-250 1,0gr
Methanol 450 ml
H20 450 ml
Glacial acetic acid 100 ml

2.1.16.9. Coomassie Gel Destain (1 L)

Methanol 100ml
Glacial acetic acid 100ml
H20 800ml
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2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan Susun Sec¢imi ve Uretilmesi

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim
Dal1 Kiiltiir Koleksiyonu’nda yer alan daha 6nce Anabilim Dalinda Refrans Sus olarak
kullanilan; Clostridium perfringens ATCC13124 (cpa gene i¢in), NCTC 8239 (cpa,
cpe genler igin), ATCC 3626 (etx, cpb gen i¢in) suslar1 kullanildi. Cooked Meat
Medium (Oxoid, CM 81) igerisinde muhafaza edilen suslar tekrar Cooked Meat
Medium kullanilarak (Oxoid, CM 81) 37 °C’de, 24 saat anaerob ortamda
zenginlestirildi. Ureyen bakteri Medium’dan ¢izme plak yéntemiyle Tryptose Sulfite
Cycloserine (TSC: (OXOID CM 587)) agara ekim yapildi ve anaerob kosullarda
(AnaeroGen™™Gaz Kitleri, OXOIDANO025A ve Jar kullanarak ) 46°C’de 24 saat
inkiibe edildi. TSC agarda iireyen siyah renkli etrafinda zon olusturan C. perfringens
kolonilerden tekrar TSC agara ekim yapild1 ve anaerob kosullarda 46°C’de 24 saat
inkiibe edildi. Ancak siyah koloniler C. perfringens identifikasyonu i¢in katalaz (%
3’liik H202), laktoz fermentasyonu, Gram boyama, jelatinaz tiretimi, nitrat indirgeme
ve hareketlilik testi yani klasik kiiltiir metoduyla izolasyon ve identifikasyon Schalch

ve ark. (1996)’1n ¢aligmalarinda kullandiklar1 yontem ile yapildi.

Sekil.2.3. Cooked Meat Medium besiyerinde anaerobik ortam olarak stoklanan C.perfringens
suslar1. B).C. perfringens siipheli kolonilerin TSC agarda goriinimii.
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2.2.2. Gram Boyama

TSC agarda izole edilen koloniler steril 6ze ile lam iizerine alindi. Steril distile
su ile siispanse edildi ve lam iizerine yayildiktan sonra kurumasi i¢in bekletildi. Alev
tizerinden birka¢ kez gegirilerek koloniler tespit edildi. Lamin {izerine kristal viyole
eklendi ve boyanmast icin bekletildi. Boyan1 kaldirmak ve temizlemek amaciyla lam
distile su ile yikandi, daha sonra lam iizerine iyodin soliisyonu damlatarak boyandi ve
bekletildikten sonra distile su ile yikandi. Lam % 96°lik etil alkol ile muamele edildi
ve takiben distile su ile yikandi. Ardindan lam safranin ile muamele edilerek tekrar
distile su ile yikandi. Lam kurutuldu ve mikroskopta koyu mor menekse renkli

bakteriler Gram pozitif olarak degerlendirildi.

2.2.3. Katalaz Testi

Koloniler 6zeyle temiz bir lam {izerine alind1 ve bir damla distile su ile siispanse
edildi. Daha sonra iizerine % 3’liikk H>2O2 damlatilip karistirildi, C. perfringens katalaz

negatif oldugu i¢in lamda kabarcik olusturmayan koloniler tespit edildi.

Sekil.2.4. Katalaz Test. A) Katalaz Pozotif; B) Katalaz Negatif Bakteri.
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2.2.4. Laktoz Jelatin Testi

Koloniler laktoz jelatin besiyeri igeren tiiplere igne uglu 6ze ile dik olarak
inokule edildi ve daha sonra 37 °C’de 24 saat aerobik ortamda inkiibe edildi. Laktoz
fermentasyonu neticesinde besiyerinin rengi pembeden, sariya degisti ve gaz
kabarciklar1 olusturmasi tespit edildi (Sekil 2.5). Tiipler +4°C’de 1 saat sogutuldu ve
jelatinin kivami kontrol edildi, sivi halde ise pozitif olarak degerlendirildi
Buzdolabinda inkiibe edilmeden once kati halde bulunan jelatinin kivami kontrol

edildi. Jelatinaz pozitif koloniler jelatini pargalamakta ve sivi hale gegmesi tespit edildi

(Sekil 2.6.).

Sekil 2.5. Laktoz Jelatin Testi; Sekil 2.6. C. perfringens stipheli kolonilerde
jelatinaz aktivitesi testi.

2.2.5. Nitrat Motilite Testi

TSC agardan koloniler igne uglu 6ze ile Nitrat Motilite Medium bulunan tiiplere
dik olarak inokule edildi 37°C’de 24 saat aerobik ortamda inkiibe edildi. Inokule edilen

hat boyunca tireme hareket negatif olarak degerlendirildi.
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Besiyerine 200 ul Griess llosvay A ve 200 ul Griess llosvay B reaktifleri
damlatildi. Besiyeri ile reaktiflerin temas ettigi alanda kirmizi renk olusumu nitratin

nitrite indirgenliginin gostergesi olarak nitrat rediiksiyon pozitif degerlendirildi.

Sekil 2.7. C. perfringens kolonileri i¢in yapilan motilite ve nitrat rediiksiyonu testi.

Biyokimyasal testlerin sonucunda edilen suslar tezain molekiiler agsamasi igin
Cooked Meat Medium besiyerinde anaerob kosullarda oda sicakliginda muhafaza
edildi.

2.2.6. Bakterilerin iiretilmesi

Clostridium perfringens ATCC13124 (cpa gene i¢in), NCTC 8239 (cpa, cpe
genler i¢in), ATCC 3626 (etx, cpb gen i¢in) suslarin iiretmek amaciyla Cooked Meat

68



Medium(CMM) besiyerinde muhafiza edilen suslardan kiiltiir siipernatani alindi ve
yeni bir CMM'ye inokiile edilerek gece boyunca 37°C'de anacrob kosullar altinda
kiiltirlendi. Daha sonra Kiiltiir siipernatanti stispansiyonunun kiigiik bir hacmi bir
Brain Heart Infusion (BHI) medium ortamina inokiile edildi ve gece boyunca 37°C'de
kiiltirlendi. Enterotoksin elde etmek i¢in BHI ortaminda kiiltiirlenen siipernatantin
%1'1, modifiye edilmis bir Duncan-Strong (DS) ortamina inokiile oldu ve iiretimin
tanimlanmasi ve yeni enterotoksinin saflastirilmasi i¢in 37°C'de dort giin boyunca

kulturlendi.

2.2.7. DNA Ekstraksiyonu

Brain Heart Infusion da kiiltiirlenen izolatlardan 1’er ml mikrosantrifiij tiiplerine
alind1 ve 12 000 g’ de 5 dakika 4 °C’de santirifiij edildi. Daha sonra DNA’nin
purifikasyonu ig¢in siipernatant atildi ve peletlerin tizerine 200 pL steril distile su ilave
edildi. Bakteri hiicrelerinin lize olmasi igin su banyosunda 95 °C’de 20 dakika
bekletildi. Tekrar suspansiyon 12 000 g de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen dna
miktart nanodrop kullanarak saf bakteri DNA (260/280 orani: 1,8-2) elde edildi. DNA
ekstraktlar1 PCR asamasina kadar -20 °C’de muhafaza edildi

2.2.8. Hedef Genom Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Alfa toksin (Cpa, ATCC13124) ve beta2 toksin (Cpb2, ATCC 3626) ve
enterotoksin(Cpe, NCTC 8239)’lerin C-terminal bdlgeleri segildi ve phusion
TagPolimeraz (ThermoScientific) ile PCR analizi gergeklestirildi. Bu ¢alisma igin
tasarlanmig primerler bir yazilim (CLC, Main WorkBench, Danimarka) ile tasarlandi.
Primerlerin tasariminda Diinya Gen Bankasi (GenBank) arsivine daha dnce girilen
genom dizilerinden yararland1 ve sunulan bu primerler ile C-terminal bdlgesinin

cogaltilmasi hedeflendi. Bu amagla uygulanacak PCR i¢in standart reaksiyon karigimi
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hazirland1 ve reaksiyon basamaklarina ait 1s1 degerleri gradient termal g¢evirici ile
optimize edild. Elde edilen bakteri DNA’dan, istenen bolgeler spesifik primerler ile

dogrulandi.

Cizelge 2.4. Calismada kulalanan primerler.

PRIMER Primer sekanslari bp (size gene)
Alpha-full-F: GAATTC ATGAAAAGAAAGATTTGT
Alpha-full-R: CTCGAG TTTTATATTATAAGTTGAATT 1194

CT-Alpha-F: GAATTC AAAAGAACTAGTAGCTTACAT
CT-Alpha-R: CTCGAG ATTTTATATTATAAGTTGA 347

Cpe-Full-F: GAATTC ATGCTTAGTAACAATTTAAATCC
958
Cpe-Full-R: CTCGAG AAATTTTTGAAATAATATTGAATAAGG

CT- Cpe-F: GAATTC AGATGTGTTTTAACAGTTCCATCTAC

CT- Cpe-R: CTCGAG TAAAATTTTTGAAATAATATTGAATAAGGG 407

Cpb2-Full-F: GAATTC ACAAAATGAAAAAATTAATAGTAAAAG 798

Cpb2-Full-R: CTCGAG ATAACAATAACCCTCACCAAATAC

CT-Cpb2-FWD: GAATTC CACCAAGTTTCAGAACTCA 355
CT-Cpb2-REV: CTCGAG CAATAACCCTCACCAAATAC

Cizelge 2.5. Alpha-full i¢in PCR miks bilesenleri ve programiu.

Bilesenler Konsantrasyon Is1 Dongusu
5 X phusion HF buffer 4 ul
10 mM dNTP mix 1w
Primer F (10 pmol/pl) 0,5 ul
Primer R (10 pmol/ul) 0,5ul
Phusion DNA polymerase (2u/ul) 0,5 ul

98°C’de 30 s

98°C’de 10 s

51°C’de 15 s 30 siklus
72°C’de 40 s

Niikleaz Free Su 10,5 ul 72 °C’de 10 dk

DNA 3l

Toplam 20 pl
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Cizelge 2.6. CT-Alpha i¢in PCR miks bilesenleri ve programi.

Bilesenler Konsantrasyon Is1 Déngusu
5 X phusion HF buffer 4 ul
10 mM dNTP mix 1l
Primer F (10 pmol/ul) 0,5 ul 98°C’de 305
Pri R (10 I/l 0,5ul osTCde 10
rimer R (10 pmol/ul) PR 50°C’de 15 s 30 siklus
Phusion DNA polymerase (2u/ul) 0,5 ul 72°C’de 30's
Niikleaz Free Su 10,5 ul 72 °C’de 10 dk
DNA 3ul
Toplam 20 pl
Cizelge 2.7. Cpe-Full i¢in PCR miks bilesenleri ve programiu.

Bilesenler Konsantrasyon Is1 Dongusu
5 X phusion HF buffer 4 ul
10 mM dNTP mix 1ul

98 °C’de 30 s
Primer F (10 pmol/ul) 0,5 ul 98 °C’de 10
Primer R (10 pmol/ul) 0,5 ul 55°C’de 15s | 30 siklus
Phusion DNA polymerase (2u/ul) 0,5 ul 72°C’de35s
Niikleaz Free Su 105 ul 72°C’de 10 dk
DNA 3ul
Toplam 20 pl

Cizelge 2.8. CT-Cpe i¢cin PCR miks bilesenleri ve programi.

Bilesenler Konsantrasyon Is1 Dongusu
5 X phusion HF buffer 4l
10 mM dNTP mix 1ul

98 °C’de 30 s
Primer F (10 pmol/ul) 0,5 pl 98 °C’de 10 s
Primer R (10 pmol/ul) 0,5 ul 58°C’de 15s } 30 siklus
Phusion DNA polymerase (2u/ul) 0,5u 72°C’de30s
Niikleaz Free Su 10,5l 72°C’de 10 dk
DNA 3ul
Toplam 20 pl
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Cizelge 2.9. Cpb2-Full i¢in PCR miks bilesenleri ve programiu.

Bilesenler Konsantrasyon Ist Dongusu
5 X phusion HF buffer 4ul

10 mM dNTP mix 1ul

Primer F (10 pmol/pl) 0,5 ul 98 °C’de 30 s

Primer R (10 pmol/pul) 0,5 ul 98°C’de 10's

Phusion DNA polymerase (2u/pl) 0,5 ul 56 °C’de 15s | 30siklus
Niiklcaz Free Su 105 ul 72°C’de 325

DNA 3l 72 °C’de 10 dk

Toplam 20 pl

Cizelge 2.10. CT- Cpb2 i¢in PCR miks bilesenleri ve programiu.

Bilesenler Konsantrasyon Ist Dongusu
5 X phusion HF buffer 4l

10 mM dNTP mix 1pl

Primer F (10 pmol/ul) 0,5 ul 98°C’de 30's

Primer R (10 pmol/pl) 0,5 pul 98°C’de 10 s

Phusion DNA polymerase (2u/ul) 0,5ul 57°Cde 15's 30 siklus
Niikleaz Free Su 10,5 pl 72°C’de 305

DNA 3l 72 °C’de 10 dk

Toplam 20 ul

Elde edilen PCR iriinleri ve pET-28a(+) vektoriiniin FastDigest EcoRl
(ThermoScientific, # FD0275) ve FastDigest Xhol (ThermoScientific, #FD0694) ile
kesilip (Cizelge 2.6), T4 DNA ligaz enzimi ile (ThermoScientific, #EL0014)

ligasyonlart yapildi. Asagida PCR irlinlinlin enzim ile kesim protokolii

bildirilmektedir(Cizelge 2.7).
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Cizelge 2.11. pET-28a(+) vektoriiniin ve PCR iiriinleri i¢in kullanilan kesim protokolii.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1 derecesi ve zaman
Fastdigest 10X buffer 2 ul

Xhol fastdigest 1 ul

Kpnl fastdigest 1l 37°C de 20 dk
Niikleaz Free Su 14 ul

DNA (PCR iiriinii ya da vektor) (1pug) 2 ul

Toplam 20 ul

Cizelge 2.12. pET-28a(+) vektoriiniin ve PCR firtinleri i¢in kullanilan T4 ligaz ile
ligasyon protokolii.

Bilesen Konsantrasyon (ul) Is1 derecesi ve zaman
10X T4 ligaz buffer 2ul

pET-28a(+) vektor (20-100 ng) 1ul

PCR insert 3l 22°C de 15 dk
Niikleaz Free Su 13 ul

T4 ligaz enzimi 1ul

Toplam 20 pl

Kesim gerceklestikten sonra kit (Invitrogen™ PureLink™ Quick Gel Extraction
Kit; Catalog numbers K2100-12 and K2100-25) yardimiyla PCR insertler ve vector
jelde yiiriitiildii ve ekstraksiyon kullanilan kit 6nerileri baglig: altinda protokol’a gore
yapildi. Elde edilen iriinler ligasyona tabi tutuldu. Daha sonra DH5-alfa competent
bakteriye (DH5- alpha Competent cells, ThermoScientific, #18265017) ligasyon
iriinlerinin transformasyonu yapildi. Bu amagcla 2 pl ligasyon iirliniinden alindi, 50 pl
hacminde hazirlanan DH5-alfa kompetent bakteriye eklendi ve 30 dakika buzda
bekletildi. Ardindan 42°C’de 90 saniye bekletilip, son basamakta 400 pl Super Optimal
Broth’ dan (SOC) bakteri iizerine eklendi ve 37°C de 1 saat 250 rpm’de karistirildu.
Kanamycin igeren (50pug/ml) LB agar plate lizerine yayma plak yontemi ile ekim

yapild1 ve gece boyunca 37°C’de bekletildi. Pozitif koloniler elde etmek igin koloni
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PCR yapildi. Koloni PCR protokolu (Cizelge 2.8) bildirilmektedir. Pozitif koloniler
37°C’de 16 saat Luria-Bertani (LB) Broth igersinde (kanamycin) ¢ogaldi ve plazmid
ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Maxiprep Kit; Thermo
Scientific™ K0491) kulanarak plasmid ekstraksiyonu yapildi. Daha sonra ikinci
dogrulama i¢in Xhol ve EcoRI kullanarak elde edilen plasmid {izerinde restriksiyon

enzim kesimi gerceklestirildi.

Cizelge 2.13. Elde edilen klonanan plazmitrlerin (pET28-AH-CT-Cpb2, pET28-AH-
CT-Cpe ve pET28-AH-CT-Cpa) dogrulanmasi i¢in koloni PCR miks bilesenleri ve

programi.
Bilesen Konsantrasyon (pl) Is1 dongiileri

10 X Taq buffer 3ul

MgCI2 (25 mM) 2,4 ul 94 °C’de 10 dk

10 mM dNTP mix 0,7 ul 94°C’de 1 dk

Forward primer igin 0,5 pl Her inserte gore annealing derecesi
Revers primer igin 0.5l kulland1 ve zaman olarak 30 s se¢ildi
Taq DNA polymerase (5u/pl) 0,3 ul y22siklus

Niikleaz Free Su 19,6ul TR 2 dk

Toplam 27 72 °C’de 10 dk

2.2.9. Rekombinant CPA Toksin (rCPA), CPE Toksin(rCPE), CPb2
Toksin(rCPb2) ekspresyonunun baslatilmasi

Yukaridaki pET28-AH-CT-Cpb2, pET28-AH-CT-Cpe ve pET28-AH-CT-Cpa
plazmitleri, E. coli BL21 (DE3) competent cell’e transfere edildi ve pET28a igin
Kanamisin antibiyotigi kullanildi. Koloniler secildikten sonra LB/kanamycin
kiiltiiriine iniikiile edildi ve 250 rpm’de O/N olarak 37°C inkiibatorde karistirildi.
(kanamisin konsantrasyonu 50 pg/ml). Kiiltiirlenmis bakteri hiicreleri, transgen
ekspresyonunun indiiksiyonu i¢in kullanildi. O/N kiiltiirden %1(V/V) oraninda
kanamisin iceren (50 pg/ml) LB broth medium igerisine inokiile edilerek 37°C’de
bakterinin logaritmik faza ulasana kadar inkiibatore ve 250 rpm’de karistirildi ve

OD600 (determined by optical density 600 nm)= 0,6 ulasincaya kadar karistirildi. Bu
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asamani takiben IPTG (izopropil -D-I-tiogalaktopiranosid), 1 mM konsantrasyonda

kiiltiir tizerine ilave edildi ve 4-5 saat boyunca 37 ° C'de karistirllmaya devam edildi.
Ornekleri 1,000-3,000 x g'de 15 dakika siireyle 4 © C'de santrifiij birakild1 ve

slipernatanti alinarak daha ileri analiz i¢in -80 ° C'de pelletleri donduruldu.

2.2.10. His-Tagged rCPA, rCPE ve rCPB2 Purifikasyonu

pET28a(+) vektor sisteminde ifade edilen rCPA, rCPE ve rCPB2, His-tagged

oldugundan hedef proteinin en yliksek purifiyesi igin MagneHis™ Protein Purification

System (Promega; V8500) kiti kullanarak protokola uygun protein purifikasyonu
yapildi. Elde edilen protein SDS-PAGE ile analiz edildi.

1.

1 ml bakteri kiiltiiri bir mikrosantrifijde 10.000 x g'de 2 dakika
santrifiijlendi ve siipernatan tamamen ¢ikarildi.
Hiicre peleti 1X FastBreak™ Hiicre Lizis Reaktifinde yeniden siispanse
edildi.
Liyofilize DNase I, lize edilmis bakteri kiiltiirtine 1pul ilave edildi ve bir
doner mikser veya calkalama platformu iizerinde oda sicakliginda 10-20
dakika calkalanarak inkiibe edildi.

1X FastBreak™ Hiicre Pargalama Reaktifinde yeniden siispanse edilen
hiicre peletine 30pul MagneHis™ Ni-Particle eklendi.

Tip ters cevrilerek karistirlldi (yaklasik 10 kez) ve 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Tip, MagneHis™ Ni-Parcaciklarin1 yakalamak i¢in yaklagik 30 saniye
boyunca manyetik standa yerlestirildi.

Bir pipet kullanilarak siipernatant dikkatlice ¢ikarildu.
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8.

10.
11.

12.

Tiip manyetik standdan ¢ikarildi 10 ul MagneHis™ Baglayici/Yikama
Tamponu MagneHis™ Ni-Partikiillerine eklendi ve karistirmak igin
pipetlendi.

Tiip, MagneHis™ Ni-Par¢aciklarin1 yakalamak i¢in yaklasik 30 saniye
boyunca manyetik standa yerlestirildi. Bir pipet kullanilarak siipernatant
dikkatlice ¢ikarildi.

Yikama agamasi, toplam 3 yikama i¢in 2 kez tekrarlandi.

Tiip manyetik standdan ¢ikarildi ve 100 ul MagneHis™ Eliisyon Tamponu
eklendi ve karistirildi.

Ornek 1-2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve MagneHis™ Ni-
Partikiillerini yakalamak i¢in manyetik bir standa yerlestirildi. Bir pipet
kullanilarak saflagtirilmis proteini igeren siipernatan ¢ikarildi ve numuneler

hem SDS-PAGE hem de fonksiyonel tahlil ile analiz edildi.

2.2.11. SDS-PAGE

Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile belirlendi. Ilgili proteinlerin

ifadesi ve safligi, proteinin % 12,5 sodium dodecyl Sulphate polyacrylamide jelinde
(SDS-PAGE) ¢6ziindiiriilmesi, ardindan Coomassie G250 blue silvir boyama ile tespit
edildi. Eksperese olan Hisstagged proteinler Western Blottan sonra His-tagged

monoklonal antikor ile tesbit edildi.

SDS-poliakrilamid jelleri, Laemmli'ye (1970) gore hazirland: (Cizelge 2.5). Bu

caligmada 15 pg protein, 2x sample loading buffer ile karistirildi ve 95 °C’de 10 dk
bekletildi. Daha sonra yiikleme boyasi sonuna ulasana kadar bir Mini-Protean
elektroforez cihaz1 (Bio-Rad) kullanilarak 1X running buffer’de 10-15 V /cm
calistirildi. Bu ¢alismada elekteroferez yiiriitiilmesi 50 v’da 10 dk sonra 10-15V /cm
100v’de 1saat programi kullanildu.
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Cizelge 2.14. SDS-poliakrilamid jellerinin hazirlanmasi.

Resolving Jel 9%612.5 -5ml Stackig JEL (% 4)-4ml
30%Acrylamide/bisacrylamide 2.08ul | 30%Acrylamide/bisacrylamide 680 pl
H20 1.57ul H-O 2.72 ul
1.5M Tris(pH 8.8) 1.25u | 1M Tris(pH 6.8) 500 pl
10% SDS 50ul 10% SDS 40 pl
10% APS 50ul 10% APS 40 pl
TEMED S5ul TEMED 4 ul

2.2.12. Western Blot

Trans-Blot Turbo sistemi, proteini jelden membrana 3 dakika gibi kisa bir
siirede aktarabilen hizli bir protein transfer aparatidir. SDS-PAGE ‘den elde edilen
jeldeki proteini PVDF membrana transfer etmek i¢in jel 10-15 dakika Towbin
buffer’de bekletildi. Membran metanole daldirild1 ve ardindan hemen 5 dakika Towbin
Buffer’de bekletildi ve metanoldan temizlendi. Daha sonra sirasiyla filter paper,
membran, jel ve filter paper kullanarak protein transferi igin cihaz 2,5A’de ve 25V’da
10 dakikaya ayarlandi. Daha sonra membran 1X TBS iginde ¢6ziilen % 5 skim not fat
milk (yagsiz siit) ile 1 saat inkiibe edildi ve ardindan 1X TBST (1X TBS'de % 0.5
Twin) iginde her biri 5 dakika olmak iizere 3 kez calkalayarak yikandi. Daha sonra
membran 1 saat oda sicakliginda 1:1000 seyreltilmis Primer antikor Anti-6X His tag®
antibody [HIS.H8] ab1818 ile inkiibe edildi. Tekrar Membrani yikama tamponu
icinde(1X TBST) her biri 5 dakika olmak tizere 3 kez galkalayarak yikandi ve oda
sicakliginda 1 saat boyunca 1X TBSTde 1:5000 seyreltilmes ikincil antikor Goat Anti-
Mouse IgG H&L (HRP) (ab6789) ile muamile edildi. Daha sonra membran 1X TBST
kullanarak her biri 5 dakika olmak tizere 3 kez calkalayarak yikandi. Son olarak

membran tizerine ECL substrat eklendi ve goriintiilendi.
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2.2.13. Hiicre kiiltiirii ve rekombinant proteinlerin sitotoksisite belirlemesi

Insan kolon karsinoma hiicreleri (CaCo-2) Hiicreler DMEM medium icinde
kiiltiirlendi %10 FBS ile desteklendi. Tiim inkiibasyon adimlar1 37°C'de %5 karbon
dioksit varliginda gerceklestirildi.
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3. BULGULAR

Bu calisma kapsaminda, Clostridium perfringens ATCC13124 (cpa gene i¢in),
NCTC 8239 (cpa, cpe genler igin), ATCC 3626 (etx, cpb gen ic¢in) suslar1 Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Kiiltiir
Koleksiyonu’nda yer alan daha oOnce Anabilim Dalinda Refrans Sus olarak
kullanilmistir. Bu pozotif suslar oncelikle kiiltiir yontemi Kkullanarak dogruluk
acisindan biokimyasal testlere tabi tutuldu ve ¢alismanin amaci yoniinde dogrulandi

ve elde edilen sonuglar veya bulgular 6zet olarak Cizelge 3.1°de bildirilmektedir.

Cizelge 3.1. C.perfringens’in identifikasyonu i¢in kullanilan biyokimyasal testler.

<5}
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N 3 r =y = < A= e o &
= o n = c 8
© < o) Ioe] o ) —g = £ c
< 2 S LC = 15 [ ©

— 3+ _
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- - - + + - + + +

3.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ektraksiyon i¢in bakteriler uygun besiyerilerde anaerob kosullarda
cogatildi ve boiling metod ve DNA ekstraksiyon kiti kullanarak yaklasik 1ug olacak
sekilde saf bakteriyal DNA (260/280 orani: 1,8-2) elde edildi. Elde edilen bakterial
DNA, Closridium perfringens Alfa, Beta, enterotoksin ve bu toksinlerin C-terminal

bolgesine yonelik spesifik primerler ile de dogrulandi. Clostridium perfringens alfa,

79



beta ve entrotoksin bolgeleri Phusion enzimi ile belirlenen kosullarla gogaldi. Uygun

baglanma derece ise her toksin i¢in farkl tespit edildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. 1: DNA Lader 1kbp, 2: Alpha toksin-full (1194bp), 3: C-terminal-Alpha
toksin (347bp), 4: CPE-Full (958bp), 5: C-terminal-CPE (407bp), 6: Cpb2 full (798), 7:
C-terminal cpb2 (355bp).

3.2 pPET-AH-CT-CPB2, pET-AH-CT-CPE ve PpET-AH-CT-CPA

Plasmidlerin Hazirlanmasi

Sekanslart teyit edilmis PCR cpa, cpe ve cpb2 gen DNA's1, klasik yontem ile
pET28a bakteri ekspresyon vektoriiniin His-tagged akisina uygun, restriction sitesine
klonland1. Bu islem i¢in vektor ve PCR kullanarak elde edilen toksin bolgeleri kesim
enzimleri ile kesildi. Elde edilen pET-CT-CPB2, pET-CT-CPE ve pET-CT-CPA
plazmid koloni PCR ile transforme bakterilerden secildi. plazmid ekstraksiyonu
yapild1 ve pozitif koloniler Xhol ve EcoRI ile kesildi ve dogrulandi. Ayrica C-terminal
bolgelerinin ve klonlanmsi dogrultusunda koloni PCR kullanarak tespit edildi (Sekil
3.2; Sekil 3.3; Sekil.3.4; Sekil 3.5; Sekil 3.6; Sekil 3.7; Sekil 3.8; Sekil 3.9; Sekil 3.10;
Sekil 3.11).
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1: 1 Kb DNA Ladder N32325-NEB
5. pETZISa(+-) Uneut vector
: © 3: pET28a(+) Cut vector 5369bp
- : @ 4 1KbDNALadder N 32325 NEB
-

3

: --1 Q00 4

Sekil 3.2. pET28(a) vektor kesimi.
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Sekil 3.3. pET-CT-Alfa konstraktin dogrulanmasi. Koloni PCR ile yapilan dogrulamada
347 bp spesifik CT-Alfa iceren bant. Toplam 12 koloniden (C1-12), 9 koloni pozitif
olarak tespit edildi. Thermo Scientific™ O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Ready-
to-Use - 75-20,000 bp- DNA ladder olarak kullanildi.
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Sekil 3.4. pET28-CT-CPE konstraktin dogrulanmasi. Koloni PCR ile yapilan
dogrulamada 407 bp spesifik CT-CPE igeren bant. Toplam 10 koloniden (C1-10), 9
koloni pozitif olarak tespit edildi. Thermo Scientific™ O’GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder, Ready-to-Use - 75-20,000 bp- DNA ladder olarak kullanildi.

Sekil 3.5. pET-CT-CPb2 konstraktin dogrulanmasi. Koloni PCR ile yapilan
dogrulamada 355 bp spesifik CT-CPb2 igeren bant. Toplam 13 koloniden (C1-13), 10
koloni pozitif olarak tespit edildi. Thermo Scientific™ O’GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder, Ready-to-Use - 75-20,000 bp- DNA ladder olarak kullanildi.
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O'GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
Y/, 7000 20 4

5000 75 15

4000 20 4
— 3000 20 4
— 2000 20 4
— 1500 80 16

S
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o
el |
(&4
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1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3.6. Tez calismasinda kullanilan DNA Ladder.

Thermo Scientific O'GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder, ready-to-use Pub. No.
MANO0013051 Rev.
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| Vector | Insert | Product |

© 5628 bp (DNA)
_ BamHI (517) A
© - Nhel (s50)
T - BmI (554)
Ndel (557)

T wombin st
- |GxHis|

T Ncol (515)
&S

~ g

~_ Xbal (54)
) C op r
|T7 promoter|

. BolII (720)
. SQrAI (761)

Sphl (o917)
. BStAPI (1125)

Miul (1442)
Bcll* (1456)

5 . BStEIT (1523)
. NmeAIIl (1548)

BecSal . L LAY 5 LY L Mo eant

(4745) AsiSI - Pvul _

(4613) Smal __ PR—— ,
(4617) TspMI - Xmal .~ S iy /

L3
7 .nator - " .
y ,21@‘ BxHjg ?qu/ ‘,_

(4436) BspDI - Clal -
(4402) Nrul

n

pET28-AH-Ct-Alpha
5688 bp

E !:! t“ 1El |£,I_‘|"

(4091) Acul

(3959) AlwNI ™~

Unique 6+ Cutters (Nonredundant]

Q| Map | Sequence I Enzymes
¥hal EcoRI ¥hal EcoRI
(158) (192) (354) (1) Xl'iul Ecll:iRI
vector + w3 ( )
(=]
... TBC AATTCGG. .. TCGAGAT...TTG .. - TGCTCBAGAT . . .TTBAATTCGG. ..
.. .ACGAGCT GCC. .. CTA...AACTTAA .. .ACGAGCTCTA...AACTTAAGCC. ..
(80) BlpI PaeR71 - XhoI (158)
(5446) Dralll / EcoRI (511)
BamHI (517)
| | | Nhel (550)

~— BmtI (554)
~—___ Ndel (s57)

~ Ncol (615)

(4745) AsiSI - Pvul _ Xbal (654)
(4619) Smal BglIl (720)
(4617) TspMI - Xmal SgrAl (761)
(4436) BspDI - Clal - Sphl (917)
(4402) Nrul BStAPI (1125)
PET28-AH-Ct-Alpha _ Mlul (1442)
5688 bp T BlI* (1456)
(4091) Acul ~ . BstEIl (1623)
NmeAIIl (1648)
(3953) AlwNI PspOMI (1649)

Apal (1653)

BssHII (1853)
EcoRV (1832)
HincIT - Hpal (1948)

(3716) BssSal

(3427) BspQI - Sapl -~ /|

(3347) Tax /| PshAI (2287)
(3314) BstZ171 BglI (2506)
(3288) PFIFI - Tth111l FspI - FSpAI (2524)

PpuMI (2549)

Sekil 3.7. pET-AH-CT-Alpha Vektoriin Genom Haritast.
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Source of Insert:

| Selectad: £coR1 (1) — xhal (414) = 413 28% GC =419 .
= (1) — Xhol (414) = 413bp [ 1 o e -
Blunt the ends of the linear saquence
B
@ Cut. * with EcoRl -
[[and |filns overhangs = | with cTPs
= [cut | with ol -
P T [T —
4
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Msp | Sequence | Errymes Orientation of Insest: [— |
¥hal EcoRT *hal EcoRT
(158) (132) (414) (1) ¥hol EcoRT
. Ready to done
Vecter + —-> Product i srte
5335 bp 413 bo 5748 bp
=

o Tee AATTCEG. . . TCGAGTA. . .CTG ... TGCTCBAGTA. . .CTGAATTCGG. . . Create product: V] and dose this window
.. .ACGAGCT GOC. . . CAT...GACTTAA .. .ACGAGCTCAT...BACTTAAGCC. .. Chned.dna
==
BlpI (30)
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PpuMI (2609)

Sekil 3.8. pET-AH-CT-Cpe Vektoriin Genom Haritasi.

~— NmeAIIl (1708)
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Vector | lInsert | Product
Selacted: EcoRI(1) — Xhol (362) = 361bp  [33% GC] =367 bp fﬂﬂm of Insert: |
cpo2-367+ ECORT and ¥HOL dna -

B
cur | wih Ecort .
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Sekil 3.9. pET-AH-CT-Cpb2Vektériin Genom Haritast.

86



"IseILIR] UIUaS]Qq UBURIUODY A WOUSD UNIQPIA dD- 1 0-Hy-13d '0T"€ IS

Pueq uogansag [

dq 8928 (Juepunpsuuon) sJsBRnD +9 anbiun
ad)-10-Hv-gz13d
—
—_— —_ —_—
—_— — —_— —
| 10005 1000 1000E 10002 10001 |
T ! m ' ! T Tl TN e
(s0ss) 1IIR4Q , [ moy (1s1y) | ITTTWIL - 1Hpd (8pec) ; 1IHssa (c161) j.wm_ (128) 1d1g (08)
| | = -
(s2£5) msd 1N (zsvp) POy (eccg) | >¢8w, (zser) 1yds (2z6) 1£¥9ed - IXdsd - 104X (8S1)
1adsg - 1eg) (s6v+) ILInse (veee) ||| IDuH i L[| 1ognsg (ss2) v3d
| ney (Love) | TedH (8002) || Idvisg (sstD) ||
IWASL - TewX (£290) 10dsa - 1des (¢8¥) ||| TVusd (26€2) ., 0w (z0sT) ™oo3 (145)
Pws (s9v) | | IHweg (£5)
1d (£03€) 1168 (sss2) | .1pa (91sT) TopN (£19)
A0N = BOM A00E ) 105558 (9.46) Ivdsy - 1dsy (52) | | 11aise (ceon) 109N (529)
IWndgd (6092) | TIIVRWN (8041) Teqx (v1s)
TWOdsd (6041) mba (08s)

1edy (£1.1)

87



"ISE)LIEH UIU0S[Qq UBUR[UOTY 9A WOULD UNIOPPA 7qdD-1D-HVY-13d "TI°€ IS

dq 9695
zqd) -1 -HV -egzi3d

(IUEpunpaJuoN) ssBunND +9 anbilun

L _ . 7 t % . e
(rsrs) 111R2Q | (1ssg) 1Pd (9ss1) ummc_: -1edy || u..a__m ﬂmm_ov 1dig (o)
-1d | |1 L\ - d =
(szes) msd ! A,mmvnu _~Jﬁm¢ 1des _ M.wwmcw s—'“.-“-mume /| . 1dvisg Amm_—.S y 12¥3ed - IXdsd - yoyx (8st)
(£5¢%) ISISY - INAD || | (zzee) 1Z1Z358 _ | MW (056T) ||\ 12458 (06v)
(267¢) ITTTWAL - T41d (1991) 104V [| | | \og (vort) | I¥023 (615)
(£29%) Tews | | {£591) IWOdsd | ITHwWweg (szs)
(579%) TWAS]L - TRWX W | |(959T) ITIVOWN IT3359 (1£91) | T9YN (855)
(£557) IWndd nwg (zss)
(Orrs) 1IN (zesz) Tvdsd - 1ds4 I®PN (s9s)
(esot) 1MoV (r152) 1169 | 100N (c29)
1eqx (z99)
(£962) INMIV (s672) IVysd mos (8z2)
(¢Z2€) TDSSSE VDS (69¢)

88



g pp e |

"ISEJLIEH UIUSS[Qq UBUR[UOL 9A WU UNIQPPRA ed)- | D-HVY-13d "ZI°€ IPdS

ARG | 1 L L_pAuANLG | s ey

dq §898
eydiy-12-Hv-ge13d

Jajowond [oB| siyxg Bey s

{619p) qum_

(s1s5) OSSSE [SZTT) TdvasA

dod | 1530 53MW  Jojeupuay /)
Cwoy > < yuey Cw > 4« 4T [ ) O
1 ) 10005 joooy 0008 |000Z 40001 |
LR LA
| =] | M L, 1
(atFs) TI1R40 | (160%) MOV _ (6¥52) TWndd (395¢T) L1124 | ,_ | 1dyg (o8)
| ¥ 54 - 1ds (ZHbT) Iy [
(sver) ISISV - Iad || (6S6E) INMIY B = (@) T [ siHxg

(z19r) IWds) - ey

(scrr) 1Qdsg - 19D
(zopr) InaN

| (£BTZ) TWYSd

| {c18) mds ||| \ !
(¢zve) 1hdsg - rdes | (8v61) TIOUIH - TedH __ | .__ ____ |\ 023 (115)
(e} TaEL (z681) AHO23 (rac) st (][] |||\ e texs)
(b1EE) TZTZISE (£58T) TIHSSA | fozc) b | |11 1} _“H_zcmmwv
(2828) TTTTWAL - T4Ud (£s97) Tedy | | (9gowoud .Pn___ || TopN (255)
(6+21) TWOdsd | |
(g¥e1) TIIVEWN (¥59) Teqx
(s751) 113158 b | | 109N (519)

a1y

LAY 1Lyeed - Toyx (251)

e o

(wepunpasuoh) S18NND 45 anbun

LEE]

oo e

i3

a
=

1R

[ 1]

ll
| Ny

89



3.3. pET-AH-CT-CPB2, PpET-AH-CT-CPE ve PpET-AH-CT-CPA

Plasmidlerin dogrulanmasi.

Bu plazmidler, dogrulamasi i¢in ekstraksiyondan sonra Xhol ve Ecorl kesimi ile
gergeklesti. Ayrica plasmidelrden insert elde etmek i¢in ve dogrulamasi ic¢in standart
primerleri kullanarak PCR yapild1 (Sekil 3.13). Son basamak olarak bu konstraktlar
dizini yeni nesil sekanslama ile kontrol edildi. Yeni nesil sekansin sonuglart IGV

programt ile analiz edildi ve mutasyon bulunmadi.

Sekil 3.13. pET-AH-CT-CPA, pET-AH-CT-CPE ve pET-AH-CT-CPB2 ve
Plasmidlerin dogrulanmasi. 1), pET-AH-CT-Cpa plasmidin dogrulamasi(5688bp). 2), pET-
AH-CT-Cpa plasmidin Xhol ve Ecorl kesim enzimleri ile dogrulanmasi. Kesilen
plasmid(5335bp) insert: (353bp). 3). Standart primer PCR kullanarak pET-AH-CT-Cpa i¢in
insert dogrulama: (347bp). 4), pET-AH-CT-Cpe plasmidin dogrulamasi(5748bp). 5), pET-
AH-CT-Cpe plasmidin Xhol ve Ecorl kesim enzimleri ile dogrulanmasi. Kesilen
plasmid(5335bp) insert: (413bp). 6), Standart primer PCR kullanarak pET-AH-CT-Cpa i¢in
insert dogrulama: (407bp). 7), pET-AH-CT-Cpb2 plasmidin dogrulamasi(5696bp). 8), pET-
AH-CT-Cpb2 plasmidin Xhol ve Ecorl kesim enzimleri ile dogrulanmasi. Kesilen
plasmid(5335bp) insert: (361bp). 3), Standart primer PCR kullanarak pET-AH-CT-Cpa i¢in
insert dogrulama: (355bp).
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3.4. pET-AH-CT-CPA, pET-AH-CT-CPE ve pET-AH-CT-CPB2 ve

Plasmidlerin western blotd’a dogrulanmasi

Plasmidler protein eksperesyonuna tutuldu ve elde edilen proteinler saflastirildi
ve daha sonra 15ug Olarak SDS-PAGE jele yiiklendi. Daha sonra western blot i¢in
jeldeki proteinler PVDF membran’a transfer edildi. Membran skim milk non fat ile
bloklandi ve Anti-6X His tag® antibody [HIS.H8] ab1818 ve sekonder antikor
kullanarak inkiibe edildi ve istenilen bantlar eclde edildi.

Sekil 3.14. pET-AH-CT-CPA, pET-AH-CT-CPE ve pET-AH-CT-CPB2 ve Plasmidlerin
western blotd’a dogrulanmasi. 1) protein ladder; 2) pET-AH-CT-Cpa (yaklasik13kd); 3) pET-
AH-CT-Cpe(yaklasik 13.5kd) ve pET-AH-CT-Cpb2 (yaklasik 15kDa).
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3.5. Alpha, Enterotoksin ve CPB2 rekombinant proteinlerinin in vitro
toksik aktivitesi

Elde edilen proteinlerin toksisitesini belirlemek amaciyla CaCo2 hiicre hatti
kullanilarak dogrulandi. Rekombinant proteinler, %10 FBS ile iki farkh
konsantrasyonda ( 8ug /ml ve 16ug/ml) takviye edilmis Eagle's Minimum Essential
Medium'da seyreltildi ve 48 well plakalarda CaCo2 hiicreler iizerine eklendi ( Her
seyreltme i¢in well basina 0,5 ml). Hiicreler 37 °C'de inkiibe edildi ve 5, 12 ve 24 saat
sonra mikroskobik olarak incelendi. Negatif kontrol olarak, CaCo2 hiicreleri sadece

ortam ile kiiltiirlendi (Sonuglar Sekil 3.14-15-16).
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Sekil 3.15. Alpha rekombinant proteinlerinin in vitro toksik aktivitesi.
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Sekil 3.16. Enterotoksin rekombinant proteinlerinin in vitro toksik aktivitesi.
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Sekil 3.17. CPB2 rekombinant proteinlerinin in vitro toksik aktivitesi.
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4. TARTISMA

Clostridium perfringens, gida enfeksiyonlar: ve salginlari i¢in 6nemli bir ajandir
ve halk saglig1 programlarinda 6nemli bir endise kaynagidir. C. Perfringens gidalarla
bulasabilen ve siklikla rastlanilan bir hastaliktir. Gazli olarak da bilinen klostridial
miyonekroz, insanlarda ve hayvanlarda C. perfringens suslarinin neden oldugu 6nemli
bir histotoksik enfeksiyondur. Clostridiosis enfeksiyonlari yaygin morbitideyle
birlikte yiiksek o6liim orani1 ve yiiksek insidansa sahiptir. Bununla birlikte, yliksek
oranda neonatal mortalite goriilmesi sebebiyle ¢iftlik hayvanlari i¢in ekonomik agidan
Oonemli bir endise kaynagidir. Hastaligin hizli seyri nedeniyle kiiratif tedavi miimkiin
degildir; bu nedenle asinin bu hastalik icin en iyi profilaktik 6nlem oldugu
bildirilmekter. CPA toksini tiim C. perfringens tiirleri tarafindan iretilmektedir ve
enterotokseminin patogenezinde ve indiklenmesinde rol oynayan &nemli Dbir

immiinojenik antijen oldugu agiklanmaktadir (Goossens ve ark., 2016).

A tipi susun enterotoksemideki rolii olduk¢a kapsamli bir sekilde
tartisilmaktadir. Yakin zamanda, dogal CPA formuna ve formaldehit ile inaktive
edilmis toksoide kars1 iiretilen notralizan antikorlarin, C. perfringens enfeksiyonlari
‘na kars1 protektiv oldugu gosterilmektedir. Bu etkili bir strateji olmasina ragmen,
aktif toksinin kullanimi giivenli degildir ve immiinojenisiteyi azaltmasina ragmen
formaldehit inaktivasyonu gerekmektedir ve kalinti formaldehit varligi ile kalinti
toksisite ve asir1 duyarlilik riski iliskilendirilmektedir. Geleneksel clostridial asilarin
ireiminde; detoksifikasyon, saflastirma ve antijen konsantrasyonu basamaklari
bulunmaktadir. Son yillarda, genetik tekniklerin gelistirilmesi, ii¢ boyutlu ¢aligmalarin
ve yapisal asilamanin benimsenmesinin artmasi nedeniyle, arastirmacilar asilarinda
rekombinant  proteinler {iretmek i¢in daha fazla yontem gelistirmeye
odaklanmaktadirlar. U¢ boyutlu yapilarin ¢alismalari ve CPA toksininin fonksiyonel
karakterizasyonu, bir katalitik N-terminal alan1 ve daha kii¢iik bir membran baglayici
C-terminal alan1 olmak {izere iki ayri alanin varligimi ortaya koymaktadir. Ancak

sadece C-terminal bagisiklik koruyucudur. Nagahama ve ark. ( 2013), GST-CP251-
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370 ve GST-CP281-370 ile immiinize edilmis farelerin, alfa toksinin oldiriici
etkilerine kars1 koruma sagladigini ve ayrica 10 LD 100 doz canli madde enjekte edilen

hayvanlarin hayatta kalmasini sagladigini bildirmektedir.

Shreya ve ark. (2013), farelerin bivalent kimerik protein Cpae ile
immunizasyonu neticesinde, bu asinin C. perfringens tip A toksemisine kars1 6nemli
diizeyde koruyucu oldugunu one siirmektedirler. Bu sebeple, enzimatik ve toksin
aktivitesinden yoksun C-terminal alani, alfa-toksin asisi i¢in immiinojen gorevi
gorebilmektedir. C-terminal alaninin sahip oldugu koruyucu immiinojenlik 6zelliginin
sebebi tam olarak bilinmemektedir fakat C-terminal alana karsi bir antikorun ilk

membran baglanma durumunu engellemis olmasi bildirilmistir (Shreya ve ark., 2015).

Son donemlerde, deneysel rekombinant C. perfringens asilar iizerine
yogunlasilmis birgok arastirma yapilmaktadir. E. coli‘de eksprese edilen rekombinant
asilar, laboratuvar hayvanlarinda yiiksek bagisiklik ile sonug¢lanmaktadir (Aziminia ve
ark., 2016). Ayrica monovalent rekombinant CPA as1 sonuglari farelerde koruyucu
olarak gosterilmektedir (Nagahama ve ark. 2013). C. perfringens tip A tiiriinden cpe
(enterotoksinin) C-terminal bolgesine karst monovaln rekombinant asilar, BALB/c
fareleri ve kobaylar iizerinde herhangi bir sistemik etki gostermedikleri
bildirilmektedir (Taherian Fard ve ark., 2010 ). Bir ¢alismada, bivalan rekombinant
fuzyon olmus ETX-CPB asisinin farelerde ve tavsanlarda koruyucuoldugunu
kanitlanmaktadir (Langroudi ve ark., 2013 ). Baska bir ¢alismada, C. perfringens ve
Shiga toksininin ( Escherichia coli ) alt biriminden gelen bivalent rekombinant CPE
(C-terminal bolgesi) ilizerinde yapilan bir g¢aligma, bunlarin farelerde koruyucu
olduklarin1 gostermektedir (Hosomi ve ark., 2019). Ayrica deneysel Trivalant
rekombinant CPA, NetB ve TpeL, yiiksek antikor titresi ile sonuglanarak, bu
hazirlanan recombinat as1 klostridial hastaliga kars1 aday bir as1 oldugunu ortaya
koymaktadir (Rostami ve ark.2016). Bir diger calismada basarili bir deneysel
tetravalan rekombinant agt CPA, CPB, ETX ve NetB bildirilmektedir (Zaragoza ve

ark., 2019 ). Bu aragtirmalar, hayvanlarin bagisiklanmasinda multivalan rekombinant
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asilarin geleneksel asilara kiyasla etkili olabilecegini gostermektedir (Goossens ve ark.
2016).

Bir calismada, CPA toksininin birkag truncate olmus formu (truncated
rBacCPAHG6) bakuloviriisler kullanilarak Sf21 bocek hiicreleri gibi bir heterolog
ekspresyon sisteminde ilk kez tiretildigi bildirilmektedir. Bakuloviriisler, N-terminal
alan1 ve varsayilan sinyal dizisinin 28 amino asidi (aa) igermemekte ve truncat olan
rBacCPA279-363H6, rBacCPA279- 370H6, rBacCPA250-363H6 ve rBacCPA250-
370H6 proteinlerini tiretebildigini géstermektedirler (Forti ve ark.,2020).

Bakuloviriis ekspresyon sistemi siklikla, N-glikosilasyonu icerenler gibi
translasyon sonrasi modifikasyonlarin yapilmasini miimkiin kilma kabiliyeti nedeniyle
secilmektedir; bu nedenle, CPA toksininin C-terminal alaninin amino asit dizisinin bir
analizi NetNGlyc 1.0 sunucusu tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu analizin
sonuclari, 364 ila 370 aa kalintilar1 arasinda Asn-Xaa-Ser/Thr'de varsayimsal bir N
glikosilasyon  sahasinin  varhigmi  Ongdrmektedir; bu  nedenle, istenmeyen
glikosilasyonu 6nlemek icin bu bolge iki yapida da ¢ikarildi (rBacCPA279-363H6 ve
rBacCPA250-363H6). Ayn1 zamanda, higbir dort truncat rekombinant rBacCPAH6
proteini glikolise edilmedi, lektroforetik hareketlilikte higbir artisa rastlanmadi ve
western blot analizi, beklenen molekiil agirliklar1 11,12,15 ve 16 KDa olan immiin

reaktif bantlarin varligini gosterdi (Forti ve ark., 2020).

Ayrica bagka caligmalarda, birka¢ deneysel rekombinant asisi hazirlanmis ve
immiinolojik yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglara gore; rekombinant
proteinlere karsi tretilen antikor, normal toksinden daha etkilidir (Daryaei ve
ark., 2017; Noshahri ve ark., 2016 ).
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Arastirmalardan elde edilen bilgiler sayesinde, N - ve C- terminal bolgelerini
(CPA-N1-24) e CPA-C ?47-370)) - E. coli‘de ifade olan GST'ye fizyon (GST-CPA-
C®7-370) ) edilmesi ve CPA-C@4379) (19 kDa) tek basina farelerde challenge
sonucunda 50ug CPA veya 10° C. perfringens hiicrelerine karsi immunite
saglamaktadir. Fakat CPA-N-24) jle agilanan hayvanlarin CPA’ya kars1 korunmadigt
ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar, CPA'nin konak hiicreye baglanmasinin bloke edilmesi
ve bu toksine karsi bagisiklik kazandirarak enzimatik aktivitesini nétralize etme
ihtiyacin1 ortadan kaldirmakla birlikte C- terminal alanini CPA'ya karsi ana asi

aday1 haline getirmektedir (Williamson ve Titball, 1993; Nagahama ve ark., 2013).

Arastirmalar sonucunda, minér CPE ve CPB2 toksinlerinin major alfa
enterotoksin ile sinerji halinde hareket edebilecegi selinde ifade edilmistir. Bugiine
kadar, CPB2 toksininin kesin rolii, 6zellikle hem insanlarda hem de hayvanlarda
belirsiz olmasi bildirilmektedir. CPB2 toksininin varsayimsal rolii iizerine Ve biyolojik
aktivitesinin incelenmesi C. perfringens patogenezi, monoklonal antikorlar gibi
spesifik reaktiflerin eksikligi nedeniyle engellenmektedir. Bu antikorlarin kullanimina
dayali ELISA gibi hizli ve etkili immiinolojik tahlillerin mevcudiyeti, toksinin
tanimlanmasinda ve ayrica, bagirsak yolundaki proteinlerin biyolojik aktivitesine ve
bunun C. perfringens ile iliskili enterotoksemiye neden olmalar1 veya basit bir
viriilans faktoriinii temsil edip etmediklerine iliskin arastirmalar ig¢in zemin

hazirlamasi yoniinden 6nem tagimaktadir (Serroni ve ark., 2017).

Insanlarda ve hayvanlarda C. perfringens tarafindan indiiklenen nekrotik enterit
tim diinyaya yayilmistir. Bu hastalik, bu anaerobik bakteri tarafindan tiretilen CPB2
toksinleri gibi major ve mindr toksinlerin etkisine baglanmaktadir. CPB2'nin in vitro
sitotoksisitesi ve diyare gelisimindeki roli ile ilgili bilgiler oldukga
tartismalidir. Onceki ¢alismalar, hem konsensiis hem de atipik CPB2 enterotoksininin
in vitro sitotoksisitede rol oynamadigini bildirmislerdir. Ayrica, diger ¢alismalar

CPB2'nin domuz ve insan kaynakli C. perfringens'ten tiiretildigini gdstermistir.
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Suslar, insan Caco-2 ve 1407 bagirsak hiicrelerinde doza bagl sitotoksik aktivite

gostermektedirler (Freedman ve ark.,2015).

Calismalar alfa toksinin sigir endotel hiicreleri tizerinde sitotoksik etkileri
varligimmi bildirmektedir. Ayrica PFO ile sinerjik etki icinde hareket etmekte ve
neredeyse tiim hiicreler vahsi tip gazli gangren C. perfringens susunun siipernatantina
maruz kaldiktan sonra ayrilmaktadir. Endotel hiicreleri, vaskiiler liimen ve ¢evreleyen
doku arasindaki hiicre, makromolekiil ve s1vi degisimini kontrol eden hayati bir bariyer
olusturmaktadir. Endotel bariyerinin bozulmasi, doku 6demi ve kanama ile birlikte
damar gegirgenliginin artmasina neden olmaktadir. Ayrica, CPA, muhtemelen
vaskiiler 16kostaz ve lokal iskemiyi artirarak 16kosit yapismasini uyarmaktadir. Insan
enterosit benzeri CaCo-2 hiicre dizisi, bagirsak mukozasinin emici ve savunma
Ozelliklerinin bir modeli olarak son yirmi yilda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Verherstraeten ve ark., 2013).

Shreya ve ark. (2015), elde ettikleri rekombinant Cpae’nin CaCo-2 hiicre zarina
baglandigini ancak herhangi bir toksisite gostermedigini bildirmektedirler. Bir bagka
calismada, truncat rekombinant CPA ve tam uzunlukta PLC proteinleri ile etkilenen
CaCo-2 hiicrelerinin hiicre canliligini ve metabolik olarak aktif hiicrelerin yilizdesini
degerlendirmek i¢in pozitif kontroller ile karsilastirildi. Bu ¢alismada rCPA250-
363H6 kullanilarak bagirsak epitel hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksisite ¢aligmalari
yapildi ve bakuloviriis sistemlerinde iiretilen bu antijenin, C. perfringens'te bulunan
tam uzunluktaki PLC ve dogal toksine kiyasla toksik olmadigini dogrulandi. Aslinda,
CaCo-2 hiicrelerinin morfolojik 6zelliklerinde higbir degisiklik gézlenmedi ve 100
wml'ye kadar bir konsantrasyonda mevcut olan truncat rekombinant CPA proteinleri
kullanilarak MTS tahlili yapildiktan sonra minimal bir sitotoksisite (yaklasik %10)
rapor edildi. Ayrica bunun yerine, kiiltiirlenmis hiicrelerin birlesik tek tabakasi, 10
ug/ml tam uzunlukta PLC veya dort kata kadar seyreltilmis bir kiiltiir siipernatani ile

temas ettikten sonra CaCo-2 hiicre hasar1 gozlemlendi (Forti ve ark., 2020).
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Bu tez ¢alismasinda ilk 6nce Clostridium perfringens'in CPA, Cpb2 ve CPE
toksininin C-terminal bolgesini ifade eden rekombinant plasmidler pET-AH-CT-CPA,
pET-AH-CT-CPE ve pET-AH-CT-CPB2 iiretildi. Daha sonra, MagneHis™ Ni-
Partikiiller ile hizl1 ve basit bir yontem uygulanarak yiiksek miktarlarda saflagtirilmis
tirtin elde edildi. Elde edilen rekombinant protein verimli bir sekilde saflastirildi ve
varligi western blot ve antikorlar kullanarak dogrulandi. Ayrica CaCo-2 hiicreleri

testinde herhangi bir sitotoksisite ortaya ¢ikarmadigi gézlendi.

Bu calismada elde edilen rekombinat proteinler daha 6nceki arastirmalara ve
onlardan elde edilen sonucglara uyumluluk gostermektedir. Calismada elde edilen

veriler yeni rekombinant protein asilarinin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada, Tirkiye’de ilk olrak Clostridium Perfringens tip A
intoksikasyonlari i¢in koruyucu ve tedavi edici amagl rekombinant enterotoksin, alfa
ve beta2 toksin gelistirilmistir. Elde edilen rekombinant plasmitler pET-AH-CT-CPA,
pET-AH-CT-CPE ve pET-AH-CT-CPB2, klonlama, dogrulama asamalarindan

gecirilmis ve sonuglar uygun ve basarili bulunmustur.

Bu ¢alismada plazmitler, E. coli BL21 (DE3) competent cell’e transfer edilmistir
ve IPTG (izopropil B-D-I-tiogalaktopiranosid) kullanarak protein eksperesyonu
yapilmistir. Elde edilen rekombinant proteinler MagneHis™ Ni-Partikiiller ile hizli ve
basit bir yontem uygulanarak yiiksek miktarlarda saflastirilmis bir {iriin elde edilmistir.

Bu iirlinler testlere tabi tutulmus ve sonuclarin basarili oldugu kanitlanmastir.

Genetigi degistirilmis asilar, bakteri asilariin kiiltiir ve iiretimindeki zahmetli
caligmalarin azalmasi nedeniyle umut verici adaylar olarak
gorinmektedir. Rekombinant agilarin iiretimi toksik olmayan, istiin stabilite ve
biyogiivenlik ile Clostridial enfeksiyonlara kars: yiliksek verimli bir siire¢ olarak kabul
edilmektedir.

Bu tiir ajanlar, kronik olabilen ve genellikle toksinler ile gida zehirlenmesine ve
daha siddetli CPE aracili gida zehirlenmesi veya CPE aracili gida kaynakli olmayan

hastaliklarin tedavisi i¢in faydali olabilmektedir.

Diinyada 1900'lii yillardan beri klostridial asilarin biiylik 6lgekli iiretimleri
degismeden kalmistir. Bununla birlikte, nanoasilarin ve rekombinant asilarin etkili

oldugu ve laboratuvar hayvanlarinda geleneksel asilara potansiyel alternatifler
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olabilecegini kanitlamaktadir. Ancak yeni nesil asilar i¢in saflastirma ve inaktivasyon
asamalari, antijen sunumu ve konsantrasyonu, asi sunumu ve Ozellikle polivalan

asilara kars1 spesifik immiin yanitlarin uyarilmasi énemlidir.

C. perfringens kaynakli rekombinant toksinler, ¢iftlik hayvanlarinda koruyucu
bagisiklik tepkisini indiiklemede etkili oldugu bildirilmektedir. Ayrica toksinlerin
lizerine yapilan arastirmalar, yalnizca C-terminal boélgelerinin - koruma
saglayabilecegini bildirmistir. Bu arastirmalar ve bu tez c¢alismasinda elde edilen
sonuglar neticesinde toksinlerin C-terminal bolgesini kullanarak rekombinant protein

tirettigine ve gilivenilir bir ag1 aday1 olduguna dair bilgiler sunmaktadir.

C. perfringens alfa toksin gaz gangren, hemoliz, trombosit agregasyonu, kan
damarlarinin kasilmasi, siiperoksit tiretimi, sitokin firtinasi olusumunda ve tiim bu
olgulara bagli 6lim meydana gelmesinde Onemlidir. C. perfringens enterotoksin
(CPE) gida kaynakli ve gida kaynakli olmayan insan gastrointestinal hastaliklarindan
sorumludur. Nekrotik enterit i¢in beta2 toksin (CPB2) 6nemli bir virulans faktor olarak
bildirilmektedir. Insanlardaki ve evcil hayvanlardaki gastrointestinal hastaliklarda
potansiyel bir aksesuar toksindir. Rekombinant proteinler, Clostridial toksinlere kars1
potansiyel koruyucu ve tedavi edici adaylardir. Ayrica, bu proteinlerin yiiksek

immiinojenik giicti, bir aginin gelistirilmesinde kullanilmasinin yolunu agabilmektedir.
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OZET

Clostridium Perfringens Tip A Intoksikasyonlar: i¢in Koruyucu ve Tedavi Edici

Amach Rekombinant Enterotoksin, Alfa ve Beta2 Toksin Gelistirilmesi

Clostridium perfringens, saglikli insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde
bulunan, spor olusturan gram pozotif ve 18'e kadar toksin tireten bir bakteridir. Tiirler,
bakterinin iirettigi toksinlere gore bes toksin tipine (A-E) ayrilmaktadir: alfa, beta,
epsilon veya iota. Clostridial toksinler, hem insanlarda hem de hayvanlarda ¢ok gesitli
hastaliklarla iliskilendirilen Clostridium perfringens'in temel patojenik virulansidir.
C. perfringens alfa toksin gaz kangreninde, hemoliz, trombosit agregasyonunda, kan
damarlarinin kasilmasinda, stiperoksit iiretiminde, sitokin firtinast olusumundave
sonug olarak 6liim meydana gelmesinde 6nemlidir. C. perfringens enterotoksin (CPE)
gida kaynakli ve gida kaynakli olmayan insan gastrointestinal hastaliklarindan ve
gastrointestinal semptomlardan sorumludur. C. perfringens beta2 toksini (CPB2)
nekrotik enterite dnemli bir virulans faktoriidiir ve insanlardaki ve evcil hayvanlardaki
gastrointestinal hastaliklarda potansiyel bir aksesuar toksindir. Rekombinant toksin
proteinleri, Clostridial toksinlere karsi potansiyel koruyucu ve tedavi edici adaylaridir.
Notralize edici antikorlar iireten asilar, su anda kullanimda olan en yaygin profilaktik
Oonlemler olarak bildirilmektedir. Bu agilar toksinlerin C-terminal bolgesini
icermektedir. Rekombinant asilar geleneksel toksoidlere goére cesitli avantajlar
sunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, Clostridium perfringens tip A intoksikasyonlari i¢in
koruyucu ve tedavi edici amagli rekombinant enterotoksin, Alfa ve Beta2 toksin pET-
AH-CT-CPA, pET-AH-CT-CPE ve pET-AH-CT-CPB2 gelistirildi. Ayrica bu
calisma, dretilen rekombinant protein asilarinin kullanilan ana stratejileri ve bu
molekdillerin insan ve hayvan enfeksiyonlarina 6zellikle gida enfeksiyonlarina karst

bir antiserum ve as1 olarak potansiyelini tartismaktadir.

Anahtar Sozciikler: Alfatoksin, Beta2 toksin, Clostridium perfringens, Enterotoksin,

Rekombinant teknoloji.
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SUMMARY

Development of Rekombinant Enterotoksin, Alpha and Beta2 Toksins for
Preventive and Therapeutic Purposes for Clostridium perfringens Type A
Intoxications

Clostridium perfringens is a spore-forming gram-positive and up to 18 toksin-
producing bacterium found in the gastrointestinal tract of healthy humans and animals.
Species are divided into five toksin types (A-E) according to the toksins produced by
the bacteria: alpha, beta, epsilon, or iota. Clostridial toksins are main pathogenic
virulence of Clostridium perfringens that have been associated with a wide range of
diseases in both humans and domestic animals. Clostridium perfringens alpha-toksin
is an important agent in gas gangrene and causes hemolysis, platelet aggregation,
contraction of blood vessels, superoxide generation, cytokine storm, and ultimately
death. C. perfringens enterotoksin (CPE) is responsible for causing the gastrointestinal
symptoms of several C. perfringens food- and nonfood-borne human gastrointestinal
diseases. C. perfringens beta2 toksin (CPB2) is an important virulent factor of necrotic
enteritis and a potential accessory toksin in gastrointestinal diseases of humans and
domestic animals. The use of rekombinant toksin against different types of toksins
may be an effective approach in the prevention and therapeutic of intoxication caused
produced by C. perfringens. Rekombinant toksin proteins are potential preventive and
therapeutic candidates against Clostridial toksins. VVaccines that produce neutralizing
antibodies are reported as the most common prophylactic measures currently in use.
These vaccines contain the C-terminal region of toksins. Rekombinant vaccines offer
several advantages over conventional toxoids. In this thesis, rekombinant enterotoksin,
Alpha and Beta2 toksins for preventive and therapeutic purposes for Clostridium
Perfringens type A intoxications pET-AH-CT-CPA, pET-AH-CT-CPE and pET-AH-
CT-CPB2 were developed. In addition, this study discusses the main strategies used in
rekombinant protein vaccines and the potential of these molecules as an antiserum and

vaccine against human and animal infections, especially food infections.

Keywords: Alpha-toksin, Beta2 toksin, Clostridium perfringens, Enterotoksin, , Rekombinant

technology.
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