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ONSOZ

Dis eti hastaliklar (gingivitis, periodontal hastaliklar) kronik enfeksiyon hastaliklar1 olup
hem iilkemizde hemde diinyada yaygin olarak goriilmektedir. Dis eti hastaliklarinin
patolojisinde birden fazla bakteri rol oynamaktadir. Dis eti hastaliklarinin patolojisinde
patojen varligimin yaninda host tarafindan patojene karsi olusturulan yikici ve/veya
baskilayic1 immun yanitta patolojide rol oynamaktadir (SEYMOUR 2007). Dolayisiyla,
agizda yasayan bir bakteri olan Actinobacillus actinomycetemcomitans tarafindan iiretilen
GroEL proteininin enflamasyondaki roliiniin bir bakteri spesifik virulans faktoér olarak
patolojiye katkisinin bilinmesi gereklidir.

Bu projede A. actinomycetemcomitans model patojen olarak segilmistir. Gram
negatif, anaerobik olan bu bakterinin LTX, CDT gibi birden fazla virulans faktorii
tamimlanmustir. A. actinomycetemcomitans tarafindan {iretilen ve 1s1 soku proteinleri
ailesinden olan GroEL (AaGroEL) proteininin periodontal hastaliklarin patoloji agisindan
T hiicreleri iizerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir. Son iki yil i¢inde TUBITAK
tarafindan desteklenen ve grubumuzun yaptigi deneysel ¢alismalar AaGroEL proteininin
T hiicreleri iizerinde antijenik etkisinin oldugu, bu etkinin CD4+T hiicrelerini hedef
olarak sectigi, CD4+ T hiicrelerinin CD25 ve CD69 gibi aktivasyon markorlerini ekspres
ettiklerini, sitokin profillerine goére CD4+T hiicrelerinin Thl fenotipine polarize
olduklarini gostermektedir. Ayrica, elde edilen veriler AaGroEL proteininin T hiicreleri
iizerinde sitotoksik etkisinin apoptoz araciligi ile olustugunu ve bu apoptotik etkinin
aktivasyonu takiben secici olarak belirli T hiicre altgruplarinda olabilecegini ortaya
koymustur.

Bakteriyel 1s1 soku proteinleri farkli mikroorganizmalarda ve ayni zamanda da
okoryotik 1s1 soku proteinleri ile yiiksek oranda benzerlik gostermektedir (STEWART ve
YOUNG, 2004). Bu nedenle enfeksiyon hastaliklari, otoimmun hastaliklar gibi
patolojilerde 6nemli bir role sahip olabilecegi ileri siiriilmektedir. Ayn1 zamanda kronik
enfeksiyon hastaliklarinin degisik kanser tiirlerine olan duyarlilii arttirmasinin da son
zamanlarda deneysel olarak da gdsterilmesi (MICHAUD ve ark., 2008: MEIRA ve ark.,
2008; SANDHU 2008) ile 1s1 soku proteinlerinin kronik enflamasyonda oynadiklar1 roliin
ortaya ¢ikarilmasi onemlidir.
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OZET

Actinobacillus (Aggregatibacter) actinomycetemicomitans dis eti hastaliklarinin
patolojisinde rol oynayan bakteridir. Son yillarda yapilan calismalar AaGroEL
proteininin periodontal hastaliklarin patolojisiyle iliskisini diisiindiirmekle beraber, bu
proteininin T lenfositlerini nasil etkiledigi ve AaGroEL’e kars1 olugsan T lenfosit immun
yanitinin profili heniiz bilinmemektedir.

Proje kapsaminda, AaGroEL bakteriden izole edilmis ve rekombinant olarak
dretilmistir.  Elde edilen AaGroEL proteininin etkileri periferal kanindaki naif T
lenfositleri ve Jurkat T hiicrelerinde arastirilmistir.

Yapilan ¢alismalarda, AaGroEL proteininin T lenfositlerini prolifere ve aktive
ettikleri CD25 ve CD69 molekiillerinin ekspresyonuyla tespit edilmistir. AaGroEL
proteini CD4+T hiicrelerini etkilemis, bu hiicrelerde zamana baglhi CD25 ve CD69
ekspresyonunu arttirmigtir. Ayrica CD4+CD25+T hiicrelerinin Foxp3+ oldugu da
gosterilmistir.

Aktif hale gegen CD4+T hiicrelerinin irettikleri sitokin profilleri ¢aligilmistir.
PBMC hiicrelerinin kiiltiir siipernatanina salgiladigi sitokinler saptanmistir ve IL-6, IL-
10, IFNg, TNFa sitokinlerinin AaGroEL stimiilasyonunu takiben iiretildikleri tesbit
edilmistir. Hiicre i¢i sitokin isaretlemesinde ise bu sitokinlerin CD4+T hiicrelerinden
geldigi saptanirken CD8+T hiicreleri ve/ veya B hiicreleri ile lenfosit olmayan bir
populasyonun da bu sitokokinleri sentezledigi tespit edilmistir. Bunlara ilave olarak da
IL-2’nun CD4+T hiicreleri tarafindan {iretildigi de gosterilmistir. Bu bulgular naif
CDA4+T hiicrelerinin Th1 fenotipine polarize olduklar1 yontindedir.

AaGroEL proteinin T hiicreleri iizerindeki olasi sitotoksik etkisi de hem
PBMC’ler hemde Jurkat T hiicreleri iizerinde apoptoz Ol¢liimii ile arastirilmistir.
AaGroEL proteininin T hiicrelerini zamana ve doza bagli olarak 6ldiirdiigli ve lethal
dozun 100 ng oldugu ortaya konulmustur. T hiicreleri lizerindeki apoptotik etki Aktif-
kaspaz-3 dl¢limii ve DNA fragmantasyonun gosterilmesiyle de desteklenmistir.

Sonug¢ olarak, AaGroEL proteininin T lenfositleri iizerinde antijenik etkisi
oldugu, immun yaniti regiile edebilecegi ve peridontal patolojide rol oynayacagi aciktir.

Anahtar Kelimeler:

Bakteriyel 1s1 soku proteinleri, GroEL, A.actinomycetemcomitans, 1s1 soku proteini 60,
T Lenfositleri, Sitokinler, immiin yanit, immiin diizenleme, kronik enflamasyon, ¢oklu
boncuk testleri, akim sitometrisi, proteomik




ABSTRACT

Aggregatibacter actinomycetemicomitans plays important role in periodontal
diseases. Recent publications suggest a role for AaGroEL protein in periodontal
pathologies however, the effects of this protein on T lymphocytes and profile of T
lymphocytes’ immune response, are not reported yet.

In this project, AaGroEL is obtained as its native form and recombinant form.
The effects of AaGroEL have been investigated on Jurkat T cells and naive T
lymphocytes from peripheral blood. To find AaGroEL responsive T cell phenotype
CD4, CD8, CD25 and CD69 markers were measured. Data showed that AaGroEL
targets CD4+T lymphocytes and increases CD25 and CD69 expression with time and
CD4+CD25+T cells were also Foxp3+ suggesting involvement of Tregs.

To dissect CD4+T cells mediated immune response, CD4+T lymphocytes
cytokines were profiled. Soluble cytokines released by PBMC in culture supernatant of
AaGroEL were determined as IL-6, IL-10, IFN-y ve TNF-a. Intracellular cytokine
staining was applied to determine the cells’ source of cytokines. It was found that
CD4+T cells produced IL-2, IL-10, IFNy and TNFa. Nonlymphocytes (B or/and CD8+
cells) also secrete them except IL-2. Data suggest that AaGroEL polarizes naive CD4+T
cells towards Th1 phenotype.

Moreover, AaGroEL also mediates apoptotic effects on naive and Jurkat T cells
in a time and dose dependent manner and lethal dose was 100ng. AaGroEL induced
active-caspase 3 and DNA fragmentation data further confirmed the apoptotic effects of
the protein. In conclusion, AaGroEL has antigenic properties that effect T lymphocytes
by regulating immune response that would play important role on periodontal pathology.

Keywords:

Bacterial heat shock proteins, GroEL, A.actinomycetemcomitans, heat shock protein 60,
T lymphocytes, cytokines, immune response, immune regulation, chronic inflammation,
multiplex bead arrays, flow cytometry, proteomics

10



GIRIS

Periodontal hastaliklar bir grup hastalik olup kronik dis eti hastaliklar1 olarak
tanimlanir ve yaygin olarak goriiliirler. Kisa zaman Once, arastirmalar dis eti hastalig1
hikayesi olan kisilerin akciger, bobrek, pancreas ve kan kanserlerine yakalanma riskinin
yiiksek oldugunu gostermistir (MICHAUD ve ark., 2008). Ayrica, peridontal
enfeksiyonlar ile kalp hastaligi, seker ve kemik erimesi gibi kronik sistemik hastaliklar
arasindaki iligkinin varligindan bahsedilmekte ancak bu iligskinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir (SEYMOUR ve ark., 2007). Periodontal hastaliklar birden fazla
enfeksiydz ajanin rol oynadigt kronik enflamasyonlardir. Patojen varligimin yaninda host
tarafindan patojene karsi olusturulan yikici ve/veya baskilayici immun yanitta patolojide
rol oynamaktadir. Dolayisiyla, agizda yasayan bir bakteri olan Aggregatibacter
actinomycetemcomitans tarafindan iiretilen GroEL’nin spesifik bir virulans faktor olarak
enfeksiyonal patolojiye katkisinin bilinmesi dnemlidir . Bu baglamda, proje kapsaminda
Aggregatibacter actinomycetemcomitans’in trettigi 1s1 soku ailesine ait GroEL
proteininin neden oldugu T hiicre immun yanitinin molekiiler mekanizmasi aragtirilmstir.

GENEL BILGILER

Periodontal hastaliklar adi verilen dis eti hastaliklar1 diinyada en yaygin olarak
goriilen kronik enflamasyonlardir. Ulkemizde yapilan agiz ve dis saghg: taramalarinda,
insanlarimizin - %85’inin agiz ve dis saglhiginin bozuk oldugu ortaya ¢ikmistir.
Periodontal hastaliklar diseti iltihabi (gingivitis) ile baslar. Tedavi edilmezse hastalik
periodontitise doniislir. Periodontitis dis destekleyici dokularin, bag dokusunun ve
kemiklerin harabiyetine ve sonugta da dis kaybina neden olur (PAGE ve SCHROEDER,
1976 ).

Peridontal enfeksiyonlar ile kalp hastalifi, seker ve kemik erimesi gibi kronik
sistemik hastaliklar arasindaki iliskinin varligindan bahsedilmekte ancak bu iligkinin
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (SEYMOUR ve ark., 2007). Ancak bireylerin
genetik duyarliligi,  sistemik enflammasyon ile birlikte artan sitokin ve diger
mediyatorlerin ekspresyonu, oral bakterilerin ve/veya bakteriyel {iriinlerinin direk
infeksiyonu ve bakteriyel ve doku antijenleri arasindaki benzerlik ile olusan molekiiler
mimikri (molecular mimicry ve/veya cross reactivity) gibi degisik hipotezler ortaya
atilmaktadir. Ayrica kisa zaman Once yayinlanan bir makalede dis eti hastaliklari ile
cesitli kanser tiirleri arasinda da siki bir iligki oldugu ileri stiriilmektedir (MICHAUD ve
ark., 2008; PARKIN DM, 2006).

Periodontal hastaliklarin patolojisinde farkli mikroorganizmalarin hastalikli
dokularda varliginin yaninda bu mikroplara karsi olusturulan yikici ve/veya baskilayici
immiin yanitin da rolii biyiiktir. Gram negatif bir bakteri olan Actinobacillus
(Aggregatibacter) actinomycetemcomitans (Aa) kronik enflamasyona neden olan ve
periodontal hastaliklarin patolojisinde rol oynayan en 6nemli patojenlerden biridir. A.
actinomycetemcomitans gencglerde Juvenile periodontitis hastaligina neden olur (PAGE
ve  SCHROEDER, 1976).  Ayrica, A. actinomycetemcomitans agiz disindaki
enfeksiyonlarda da kardiyovaskiiler, intrakraniyal, torasik ve cilt enfeksiyonlar1 gibi pek
cok hastalikta gézlenen patojen bir bakteridir (VAN WINKELHOFF ve SLOTS, 2000).

A.actinomycetemcomitans bakterisinin patolojiye nasil neden oldugu tam olarak
bilinmemekle beraber, insan hiicrelerine karsi sitolitik etkileri oldugu bilinen iki toksin
iiretmektedir. Bunlar lokotoksin (Ltx) ve sitoletal distending toksin (CDT) dir.
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Lokotoksin 116-kDa’luk por olusturan proteinler ailesinin ‘Repeats in Toxins (RTX)’
tiyesidir. A.actinomycetemcomitans’in tiim suslar1 16kotoksin kodlayan genleri igerir ve
bu 16kotoksin ifadesi (BLANK ve SHILOH, 2007; SPITZNAGEL ve ark.,1991) cesitlilik
gostermektedir.  Bakterinin {rettigi bu lokotoksin hem lenfoid hem de myeloid
16kositlerin  6lmesine neden olmaktadir (SCHULTZ ve HARRINGTON,2003;
SEYMOUR ve ark., 2007; MANGAN ve ark.,1991; OHTA ve ark.,1993; TAICHMAN
ve ark.,1980). Lokotoksinin insan T hiicrelerini (MANGAN ve ark.,1991), promyelositik
HL-60 hiicrelerini (SCHULTZ ve HARRINGTON,2003) ve B hiicrelerini (SEYMOUR
ve ark., 2007) apoptoz yolu ile 6ldiirdiigii gosterilmistir.

CDT, cdtABC adi verilen ii¢ gen kiimesi tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu
genlerin iriinlerinin her birinin molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 25-35 kDa’dir. CDT,
A.actinomycetemcomitans (SHENKER ve ark.,1999; SHENKER ve ark.,2000;
SHENKER ve ark.,2001; SUAGI ve ark.,1998;), Haemophilus ducreyi (KOGA ve
ark.,1993), Campylobacter jejuni (KOGA ve ark.,1993;WHITEHOUSE ve ark.,1998),
Escherichia coli (PERES ve ark., 1997; PICKETT ve ark.,1996; SCOTT ve KAPER,
1994), Shigella (OKUDA ve ark., 1995) ve Helicobacter spp (KIRBY ve ark.,1995) gibi
bir¢ok gram-negatif mikroorganizma tarafindan ifade edilmektedir. CDT proteininin
etkisini anlamak icin yapilan caligmalar bu proteininin hiicrelerin G, fazinda durmasina
ve bunu takiben hiicre 6liimiine vesile oldugunu géstermistir. A. actinomycetemcomitans
ve Haemophilus ducreyi’nin CDT’lerinin T hiicre apoptozunu indiikledigi de
gozlenmistir (SHENKER ve ark., 2001).

Ayrica, baska ¢alismalarla da A. actinomycetemcomitans’in LTX ve CDT disinda
da farkli virulans faktdrleri olabilecegi iizerinde durulmustur. Ornegin, A.
actinomycetemcomitans’in = Gro-EL  benzeri molekiiliiniin  epitel  hiicrelerinde
sitotoksisiteyi arttirdigin1 6ne siirmistiir (PAJU ve ark., 2000) fakat Gro-EL benzeri
molekiiliin sitotoksisitesinin apoptoz aracilig ile olup olmadig1 heniiz belirlenmemistir.
Ayrica GroEL’in  bu etkisi T-lenfositleri lizerinde de calisiimamistir. A.
actinomycetemcomitans’in sitolitik ve sitostatik etkisine CDT, 16kotoksin ve diger aday
molekiillerin etkisi cdt, ItxA ve cdt/Itx gen lokuslarinin delesyonu ile olusturulan izojenik
mutantlarla arastirilmistir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglar cdt ve ItxA genlerinin
kismi olarak A. actinomycetemcomitans’un neden oldugu apoptozu indiikledikleri
gosterilmis ancak cdt ve ItxA genlerinin olmadig1 izojenik suslarda hala etkin bir apoptoz
kapasitesinin oldugu tespit edilmistir. Apoptozun indiiklendigi kiiltiirlere eklenen Aa-
fraksiyonlarinda GroEL benzeri proteinlerin varligindan s6z edilmistir (NALBANT ve
ark., 2003). Dolayisiyla, CDT ve l6kotoksinden baska sitolitik 6zellik gosteren diger
molekiillerin A. actinomycetemcomitans tarafindan ekspres edilmesi olasidir ve A.
actinomycetemcomitans -GroEL proteini bu olasilik i¢erisindedir ve bu protein 1s1 soku
proteinleri ailesindendir. AaGroEL proteininin insan T hiicreleri iizerindeki etkilerinin
arastirilmas1 bu bakterinin patolojiye neden olan mekanizmalarinin agiga c¢ikarilmasi
bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Bu konunun arastirilmasi bu projenin igerik ve kapsamini
olusturmustur.

Is1 soku proteinleri biitiin hiicrelerde normal sartlarda bulunan ve stres kosullari
altinda sentezi artan proteinlerdir. Hsp sentezi, sicakligin artmasi, hipoksia, radyasyon,
enfeksiyon ve toksik kimyasallarla temasa ge¢cme gibi stres kosullarina maruz kalan
hiicrelerde artmaktadir. Bu proteinler biitiin prokaryotik ve dkaryotik hiicreler tarafindan
sentezlenmektedir. Is1 soku proteinlerinin hiicre igindeki gorevleri; proteinlerde meydana
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gelebilecek 1s1 ve stres hasarini en aza indirmek, protein ¢okelmesi ve diger yanlis
katlanmalar1 Onleyerek protein katlanmasini kolaylastirmak, olusmaya baglayan
polipeptitlere baglanarak erken katlanmay1 engellemek, proteinlerin organellerin
zarlarindan ge¢meden Once katlanmasini Onlemek, c¢ok proteinli komplekslerin
toplanmasin1 ve ayrilmalarini kolaylastirmak olarak 6zetlenebilir (BRAIG, 1998).

Is1 soku proteinleri gerek prokaryot gerekse Okaryot hiicrelerde molekiiler
agirhgina bagli olarak yapisal temelde birbirleriyle ilintili birkag ana grupta
toplanmaktadir: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 ve kiiciik Hsps’ler (MACARIO,
2001). Son yillarda yapilan ¢alismalarla mikrobiyal 1s1 soku proteinlerinin tuberkuloz,
periodontal hastaliklar gibi enfeksiyon hastaliklarinin patolojisinde rol oynayabilecekleri
onemle vurgulanmaktadir (ZUGEL ve KAUFMANN, 1999). Ayrica prokaryotik 1s1 soku
proteinleriyle okaryotik 1s1 soku proteinlerinin dizilerinin benzerliginin otoimmiinite ve
doku hasarina sebep olabilecegi lizerinde durulmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda farkli enflamatuar hastalik modellerinde, bakteriyel 1s1 soku
proteinleri ve 1s1 soku proteini kokenli peptitlerin anti-inflamatuar 6zellikler
sergilediklerini gostermistir. Bazi calismalar hsp’lerin direkt olarak antijen sunan
hiicrelerle etkilesime girdigini gosterirken digerleri bakteriyel hsp’lerin regiilator fenotipli
spesifik T hiicrelerini indiikleyebildigini bildirmistir.  Bu baglamda, Chlamydia
trachomatis bakterisinin {irettigi 1s1 soku proteini 60 (cHSP60) 6rnek olarak verilebilir.
invitro bir calismada chlamiydial 1s1 soku proteini 60’ (cHSP60) insan primer
trofoblastlarinda, plesantal fibroblastlarda ve JEG3 hiicre hattinda apoptozu indiikledigi
ve apoptozun TLR-4’iin iizerinden acifa ¢iktig1 gosterilmistir. Bu bilgiler, TLR-4
stimiilasyonunun plesentada apoptozu indiikledigini ve bu sonucun kadinlarda diisiik
yapma ve hamilelikte sorunlara yol agan direncgli chlamydial enfeksiyonunun patolojisini
anlamak icin yeni bir mekanizmay1 ortaya ¢ikarabilecegini gostermektedir (Equils ve
ark., 2006).

Bir bagka 6rnekte Chlamydia pneumonie’nin iirettigi chlamydial HSP60’tir. Her
ne kadar atherosclerosisdeki enflamasyonu neyin tetikledigi tam olarak anlagilmig olmasa
da hiperkolestrolemia, modifiye lipoproteinler, Chlamydia pneumonie gibi organizmalar
sonucu ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin sebepleri arasinda oldugu diistiniilmektedir. Is1 soku
proteini 60 (hsp60), bakteriyel LPS ve molekiiler mimikrinin atherosclerosis enfeksiyonu
ile iliskili potansiyel mediatorler olduklar1 disiiniilmektedir (TABETA ve ark., 2001).
LDL’nin (low density lipoprotein) atherogenik lipoproteine oksidasyonu, diiz kas ve
makrofajlardan kopiik hiicrelerinin olusumu atherosclerotik lezyonlarin baglamasinin ve
gelismesinin iki onemli isaretidir. Daha Onceki calismalar chlamydial LPS’nin ve
chlamydial HSP60(Chsp60)’1n bu olaylar1 indiikledigini géstermistir. C .pneumonie’nin
kopiikk hiicre olusumuna sebep olan bileseni LPS’si ve LDL’nin oksidatif
modifikasyonuna sebep olan bileseni ise cHSP60’dir (ZUGEL ve KAUFMANN, 1999).
cHSP60’nin  insan chlamydial enfeksiyonlarinda deleterydz immun yanitin
indiiksiyonunda rol aldigi ve atheroma lezyonlarina niifuz eden makrofajlarla birlikte
lokalize oldugu bulunmustur (Bulut ve ark., 2002).

Campylobacter rectus, gram-negatif, asakkarolitik bir bakteridir ve ilerlemis
periodontitis lezyonlarindan izole edilmektedir. C. rectus virulens faktorii olarak kabul
edilen bir ylizey tabakasi proteini iretmektedir. Antijenik determinantlarin periyodik asit
ve proteolitik enzimler kullanilarak biyokimyasal dogalarinin kesfedilmesi ile C.
rectus’un GroEL-benzeri proteininin hem peptit hem de karbonhidrat zincirlerinde
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bulunan immunodominant epitoplara sahip oldugu gorilmiis ve bu 150-kDa’luk
proteininin immunoreaktif determinantlarinin karbohidratlara ait oldugu bulunmustur.
Bu sonuclar C.rectus’un GroEL benzeri proteininin ve S-tabaka proteininin ayni
karbonhidrat epitoplarin1 paylasabilecegini gostermektedir (HINODE ve ark., 2002).

Son yillarda yaymlanan birkag calismada A. actinomycetemcomitans GroEL
proteininin patolojide rol oynayabilecegi, epitel hiicreleri ve keratinositler {izerinde
antijenik Ozellik tasidigi gosterilmistir (ZHANG ve ark., 2001, PAJU ve ark., 2000).
Ancak T lenfositleri kazanilmis immiin yanitta gorev alan ve onu diizenleyen immiin
sistemin en onemli hiicreleri olmalar1 nedeniyle, bu hiicreler lizerindeki etkileri ile ilgili
veriler mevcut degildir. Is1 soku proteinleri ailesine ait, A.actinomycetemcomitans’in
64kDa biiytikliikteki “GroEL” ad1 verilen proteini bu projenin odak noktasi olmustur.
Ciinkii A. actinomycetemcomitans’in trettigi GroEL 1s1 soku proteininin periodontal
hastaliklarin patolojisinde nasil rol oynadigt heniiz tam olarak bilinmemektedir
(HINODE ve ark., 1996: ZHANG ve ark., 2001, PAJU ve ark., 2000) ve bu sozii edilen
proteininin T lenfosit immiin yanitin1 ve immiin yanitin diizenlenmesini nasil etkiledigi
ve agiga c¢ikan immun yanitin patolojideki yerinin ne oldugu konusunda literatiirde
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

Goulhen ve arkadaslarinin c¢alismalarmma gére A. actinomycetemcomitans
GroEL’inin diisiik konsantrasyonlar1 epitel hiicrelerde c¢ogalmayi saglarken yliksek
konsantrasyonlar1 toksik etkilere yol agar (GOULHEN ve ark., 1998). A.
actinomycetemcomitans GroEL’i ayrica ERK1 ve MAP kinazlarinin aktivasyonunu
yoluyla insan derisi keratinositlerinin (HaCaT hiicre hatt1) ¢cogalmasii arttirir (ZHANG
ve ark. 2001). Hiicre c¢ogalmasinin bakteriyel GroEL proteinine 6zgii oldugunu
kanitlamak i¢in rekombinant insan Hsp60’1 ayni hiicre hatlarina uygulanmis fakat MAP
kinaz fosforilasyonu gozlenmemistir. Bdylece ¢ogalmayr kolaylastirma etkisinin
korunmus protein dizisinden kaynaklanmadigi gésterilmistir (ZHANG ve ark. 2001).

A. actinomycetemcomitans GroEL’i 10 saglikli bireyden alinan serum ile
tepkimeye girmemis, ancak periodontitis hastaligina sahip 29 hastadan dokuzunun
serumuna karst siddetle tepki vermistir (KOGA ve ark., 1993). Ayrica Ando ve
arkadaslari  1995°te periodontitis hastaligina sahip bir hastanin serumunun, A.
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum ve Prevotella nigrescens HSP60
ve/veya HSP70’leriyle tepkimeye girdigini gdstermistir ve bu proteinlerin belki de
periodontitis’in patogenezinde rol oynadigini 6ne siirmistiir (ANDO ve ark., 1995).

A.actinomycetemcomitans’in ses dalgalariyla parcalanmis hiicre sivilart ile
bagisiklik kazandirilan farelerin akraba nesilleri, muhtemelen GroEL olan 65-kDa
proteinine karsi onciil bir bagisiklik tepkisi gostermistir. Bu protein ayrica Juvenile
Periodontitis hastalarindan alinan seruma karsi siddetli bir tepki vermistir (NITTA ve
ISHIKAWA, 1993). Lokalize Juvenile Periodontitis hastaligina sahip hastalarin A.
actinomycetemcomitans (GroEL igeren) yiizey baglantili maddeye kars yiiksek antikor
titrasyonuna sahip olduklar1 gorilmiistir (MEGHJI ve ark., 1993). Ayrica A.
actinomycetemcomitans GroEL’i insan fibronektinine karsi-tepki verdigi (YOSHIOKA
ve ark., 2004) oOne siirilmistiir. Dolayisiyla, otoimmiinite ve doku hasar1 A.
actinomycetemcomitans GroEL’i ile fibronektin arasindaki bu benzerlik nedeniyle ortaya
c¢ikabilir, ancak olasi iligkinin detaylar1 bilinmemektedir.

Mevcut durumda literatiirdeki veriler A. actinomycetemcomitans GroEL’inin
periodontal hastaliklarin patolojisiyle iligkisini diisiindliirmekle beraber bu iligkinin
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mekanizmasim agiga ¢ikarmamustir. Ozetle, GroEL proteininin antijen olarak
kullanildiginda, naif T lenfositlerinin fenotipinde ne gibi bir degisiklige neden oldugu, T
lenfositlerinin iizerinde ne tlir immiin yanit1 indiiklendigi ve diizenleyici T lenfositlerinin
nasil etkilendigi bilinmemektedir. Bu nedenlerle, proje kapsaminda GroEL proteinini
hem bakteriden izole ederek hem de rekombinant olarak iireterek, bu proteinin antijenik
etkileri hem periferal kandan saflastirilarak elde edilen naif T lenfositleri hem de Jurkat T
hiicreleri tizerinde arastirilmistir. Dolayisiyla, raporun bulgular ve tartigma/sonug
boliimlerinde A. actinomycetemcomitans GroEL proteininin T hiicrelerinin immiin
yanitinin diizenlenmesinde nasil bir rol oynadigi ve GroEL’nin kronik periodantal
hastaliklarin patolojisindeki rolii elde ettigimiz deneysel verilerle ortaya konulmustur.

GEREC ve YONTEM

Bakteri Kiiltiirii

Actinobacillus (Aggregatibacter) actinomycetemcomitans (Aa) (29522) bakteri hatti
American Type Cell Culture (ATCC)’den alinmistir. Aa bakterisinin iiretilmesi icin
secici bir besiyeri olan TSBV besiyeri basitrasin (75 pg/ml) ve vankomisin (5 pg/ml)
antibiyotikleri kullanilarak hazirlanmigtir. Aa bakterisi 6ncelikle tyriptic soy agar iizerine
ekilmig, biiyliyen kolonilerden secilerek tyriptic soy broth sivi besiyerinde
bliyiitiilmiistiir. Aa kolonileri 151k mikroskobunda incelenerek morfolojilerine gore
secilmis ve secilen koloninin Aa olup olmadig1 gram boyama, katalaz testi ve PCR ile
dogrulanmistir (KIM ve ark, 2005). Dogrulanan kolonilerden alman drnekler 37°C ve
%35 CO;’li inkiibatorde siv1 besiyerinde genellikle 48 saat biiylitiilmiistiir. Kiiltiir sonunda
bakteriler harvest edilmeden Once 1 saat 43°C’de su banyosunda 1s1 soku uygulanarak 1s1
soku proteinlerini expresyonu arttirllmigtir. Kiiltlirlerin bir kismi 1s1 sokuna tabi
tutulmayip kontrol olarak hazirlanmustir. Kiiltiir sonucunda, sivi bakteri kiilttirleri +4°
Cde 7500 rpm hizt ile 1 saat santrifiijlenerek ¢oktiriilmiistiir ve supernant
uzaklastirilmigtir.  Geriye kalan bakteri pelletleri 1xPBS’te ¢oziildiikkten sonra
sonifikasyon (Bandelin sonifikator) ile hiicre membranlar1 par¢alanmistir. Pargalanmis
hiicreler +4° C’de 7500 rpm hiz1 ile 1 saat santrifiijlenerek olusan supernant alinmis ve bu
bakteri fraksiyonuna ‘Aa-sonik hiicre extrakt (AaCE) ad1 verilmistir ve bu fraksiyon natif
GroEL proteinin elde edilmesinde kullanilmigtir. Bu fraksiyonlardaki protein
konsantrasyonlar1 bradford protein assay ile 6l¢iilmiistiir. Gerek Aa-37°C gerekse Aa-
43°C biyiitiilen bakteri hiicrelerinden yapilan hiicre extraktlart gerekli miktarlarda
boliiniip dondurma tiiplerinde kullanilincaya kadar

-80°C” de saklanmustir.

AaGroEL Proteinin ATP Affinite Kromotografi ile Purifikasyonu

Is1 soku protein ailesinden olan GroEL proteinin ATP ile olan affinitesinden
yararlanilarak purifikasyon prosesinin ilk asamasinda ATP affinite kromatografi methodu
kullanilmaya karar verilmistir. ATP affinite resini  (Aplichem) gravite kolonuna
doldurularak dH,O ile yikanmis ve equilibration buffer (20mM Hepes-NaOH, 2mM
MgAc, 25mM KCI, 10 mM Ammonium sulfate, 0,8mM DDT pH 7,0) ile dengelenmistir.
Kolon hazirlandiktan sonra, resin ile 1 ml AaCE 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda ATP resini equilibration buffer ile yikandiktan sonra, SmM-ATP iceren elution
buffer ile proteinler fraksiyonlara ayrilmistir. Tiiplere toplanan fraksiyonlarin protein
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konsantrasyonu bradford protein assay ile 6l¢iilmiis ve SDS PAGE jel elektroforezi ile
safligt ve kalitesi gozlenmistir. Fraksiyonlarda bulunan 64kDa GroEL proteinin
spesifikligi monoklonal E.coli GroEL antikoru (stressgen) kullanilarak western blot ile
dogrulanmistir.

AaGroEL Proteinin Elektroelute Edilmesi

ATP Affinite kromatografi fraksiyonlarinda GroEL proteini saf olarak elde edilemedigi
icin purifikasyon asamalarina daha spesifik bir method olan SDS jel elektroforezinden
GroEL protein bantinin elektroelute edilmesi ile devam edilmistir. ATP fraksiyonlari
SDS o6rnek yiikleme solusyonu (62,5 mM Tris-HCI, 1% SDS, 10% Glycerol, 5% 2-
mercaptoethanol, 0,05 % bromophenol blue) ile 5 dk kaynatildiktan sonra SDS jelde
yuriitiilmistiir. Yiiritme isleminin sonunda, jel 5 dk dH,O ile yikandiktan sonra protein
bantlar1 CuCl, (300 mM) ile boyanmustir. Ilgili bantlar, yani 64 kDa GroEL iceren bant
jelden kesilmis ve CuCl, destain solusyonu (250 mM Tris-250 mM EDTA buffer pH 9.0)
ile jelden uzaklastirilmistir. Jel pargalart elektroelution i¢in kullanilan buffer (25mM
Tris, 125mM glycine, 0,1% SDS) ile yikandiktan sonra 3 saat 50 V elektroelute
edilmigstir. Elektroelutionun son yarim saatinde elution buffer SDS igermeyen buffer ile
degistirilmistir. Elektroelute edilen AaGroEL proteini (EE-AaGroEL) gece boyunca Tris-
HCI buffer (10 mM pH 7,0) ve 1 saat boyunca 1xPBS ile diyaliz edilmistir. EE-
AaGroEL proteini snake skin diyaliz tiibiine konularak (Pierce) concentration buffer
(Pierce) icinde konsantre edilmistir. Elde edilen AaGroEL proteinin protein miktari
Olclilmiis ve SDS PAGE jel elektroforezi ile safligi ve kalitesi bir daha gdzden
gecirilmistir. 64 kDa AaGroEL proteinin dogrulugu poliklonal E.coli GroEL antikoru
(stressgen) antikoru kullanilarak western blot ile dogrulanmistir.

AaGroEL Proteinin Karakterizasyonu ve Western Blot ile Dogrulanmasi

Western blot yapmak icin kisaca, AaGroEL proteini %8 SDS poliakrilamid jele
ylklenmigtir. PVDF membrana transfer edilmis (Biorad), transfer sonrast membran %
5’1ik siit tozu ile bloklanmig ve monoklonal yada poliklonal E.coli GroEL antikoru
(stressgen) ile gece boyu inkiibe edilmistir. TTBS ile yikama sonrasi, anti-mouse HRP
konjuge ikincil antikor (Biorad) ile 2 saat inkiibe edilmistir. Yikamalardan sonra
membrandaki 1g1ma Luminol/enhancer ve peroxide buffer (Biorad) ile 5 dk inkiibasyon
sonunda gozlenmis ve filme (Kodak) yansitilmistir. Ayrica, Elektroelute edilen AaGroEL
proteini %8’lik SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve 64 kDa bant1 kesilerek %5 asetik
asit solusyonu i¢inde Proteome Factory’e (Berlin) gonderilmistir ve EE-AaGroEL
proteini Kiitle Spektrometresi analizi ile dogrulanmistir

PCR ile GroEL Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

A.actinomycetemcomitans GroEL bakterisinin iiretmis oldugu GroEL proteinin
klonlanmasinda ilk olarak D28817 GenBank kod numarali dizi baz alinarak, forward ve
reverse  primerler dizayn edilmistir;  primerler swrasiyla (5 2> 3’):
GGCATATGGCAGCAAAAGACGT ve GGGAATTCTTACATCATCCCGCCCA
seklindedir. Primerler MWG — Biotech firmasi tarafindan sentezlenmistir. Kalin
karakterli bolgeler sirasiyla Ndel/EcoRI restriksiyon enzim kesim bolgeleridir ve
klonlamay1 gerceklestirebilmek i¢in primerlere eklenmistir. Bu primerler kullanilarak
PCR su kosullarda gergeklestirilmistir (belirtilen rakamlar son konsantrasyonlardir): 10X
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PCR buffer, 1X; dNTP karisimi, 0,2 mM her birinden; MgCl,, 1,5 mM; Primer karigimai:
0,5 uM her birinden; DNA: 100ng; Taq DNA Polymerase: 1,0 {inite.

TA Klonlamasi

PCR sonucunda olusan 1644bp uzunlugundaki parca jelden izole edilmis (Fermentas,
DNA Gel Extraction Kit) ve daha sonra pGEM (Promega) klonlama vektorii kullanilarak,
TA klonlama prensibi ile klonlanmistir. Kisaca bu prensip, taq polimeraz enziminin
uclara A niikleotidi eklemesine dayanir ve ona uygun hazirlanmis olan ve uglarinda T
bulunan klonlama vektorleri kullanilarak klonlama gercgeklesir.

Ekspresyon Vektoriine Klonlama

Pozitif kolonilerden elde edilen pGEM/AaGroEL rekombinant vektorii Ndel/EcoRI
enzimleri (Fermentas) ile kesilmis ve kesilen parca, yine ayni enzimlerce kesilmis
pET28a ekspresyon vektoriine klonlanmigtir. Bu asamada 1:3 vektor:insert orani izlenmis
ve T4 DNA ligaz (Fermentas) enzimi kullanilmistir. Pozitif hiicrelerden elde edilen
pET28/AaGroEL rekombinant vektoriiniin gen dizisi sekanslanmis ve herhangi bir
mutasyon olmadigindan emin olunduktan sonra ekspresyonuna gecilmistir.

Rekombinant Protein Ekspresyonunun Indiiklenmesi

Bunun igin pET28/AaGroEL rekombinant vektérii BL21(DE3) E. coli hiicrelerine
transforme edilmistir. Daha sonra bir gece boyunca iiremis olan doygun kiiltiir, 10 kat1
kadar fazla hacimdeki taze besiyerine aktarilmis ve orta-log fazi olmasi i¢in ODggo ~ 0,6
oluncaya kadar biiyiitiilmiistiir. Kiiltiirlerde kullanilan kanamisin (Applichem) 30pug/ml
olacak sekilde kullanilmistir. Daha sonra son konsantrasyonu 1mM olacak sekilde IPTG
(Applichem) eklenmis ve daha dnce belirlenen indiikleme zamani olan 4 saat kiiltiiriin
protein ekspres etmesi beklenmistir. 4 saat sonunda bakteriler 5000g hizinda 15 dakika
santrifiij ile ¢oktiirlilmiistiir. Bakteri biiylitmek icin kullanilan besiyeri LB (Gibco) dir.
Ayrica pGEM ve pET vektorlerini igeren E.coli hiicrelerini segici bilylitmek amaciyla
sirastyla 100 pg/ml Ampicillin (Applichem) ve 30 pg/ml Kanamycin (Applichem)
antibiyotikleri LB besiyerinin i¢ine eklenmistir. E.coli hiicreleri sivi LB besiyirinde
200rpm ¢alkalama hizinda 37 C ¢alkalayicida, kati LB besiyerinde ise yine 37°C
inkiibatorde 16-20 saatleri arasinda inkiibe edilmislerdir.

Rekombinant Protein Saflastiriimasi

Sodyum fosfat tamponu ile ¢oziilen bakteriler protein saflagtirma asamasindan Once
sonikasyon yontemi ile par¢alanmigtir. Hiicre artiklar1 yine santrifuj ile 3000g hizinda 30
dakika +4 derecede ¢Oktiirlilmiistiir ve slipernatant protein saflastirilmasi igin
kullanilmigtir. Talon Cellthru Resin (Clontech) icerdigi kobalt metal iyonlar1 sayesinde,
6x-histidine ile taglenmis proteinleri tutma kabiliyeti yiiksek oldugundan tercih
edilmigtir. Saflastirma iglemi, onerilen protokol izlenerek gerceklestirilmistir. Kisaca,
santrifiij sonrasinda olusan siipernatant, kolona yiiklenmis ve calkalamali olarak 1 saat
+4°C derecede bekletilmistir. Daha sonra baglanmayan proteinler kolondan akitilmig ve
kolon 2 defa 10 dakika siireyle sodyum fosfat tamponu ile yikanmigtir. Son olarak daha
sert kosullarda yikamak icin i¢inde 10mM imidazol(Applichem) bulunan tampon ile
yikama yapilmis olup, 150mM imidazol igeren tampon kullanilarak his tag iceren
proteinlerin kolondan akitilmasi saglanmistir. Elde edilen iiriiniin saflifi 8%’lik SDS
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PAGE ile gosterilmis ve proteininin konsantrasyonu Bradford ile tespit edilmistir.
Western blot (yukarida tanimlanmistir) ve Kiitle spektrometresi kullanilarak rAaGroEL
proteinin dogrulugu kanitlanmistir.

LPS Tayin Deneyi

Rekombinant formda iiretilen GroEL proteininde LPS, endotoxin miktar1 LAL
Chromogenic Endpoint Assay Kit (Hycult biotechnology) ile tespit edilmis olup iiretici
firmanin protokolii izlenerek uygulanmistir. Bu deneydeki prensip endotoksin ile
iletisime gectiginde sar1 renk vererek spektrofotometrik bir deger verebilen LAL
maddedesinin kullanilmasidir. Kit miktar: belli Endotoxin standardi icerir. Standardin 7
adet diliisyon degeri kullanilarak Standard egri c¢ikartilir. Endotoksin miktar1 belli
olmayan ornekler dilusyonlar yapilarak koyulur ve olusturulan standard egri ile ana
ornekteki endotoksin orani tayin edilir.

Periferal Kandan Beyaz Kan Hiicrelerinin (PBMC) izolasyonu

Saglikl1 géniilliilerden IYTE-Saglik Hizmetleri personeli tarafindan, Heparinli kan alma
tiplerinin (BD) igerisine alinan kandan, “Ficoll-Hypaque Density Gradient
Centrifugation” yontemi kullanmilarak PBMC izolasyonu yapilmistir (BOYUM, 1968).

Hiicre Kiiltiiri

Kullanilan antijenin T hiicreleri iizerindeki in vitro etkisinin bakilmasi i¢in antijen ile
PBMC hiicreleri kontroller esliginde kiiltiir ortamina konulmustur. Buna gore, U sekilli
hiicre kiiltiir tiiplerinde hazirlanan kiiltiirler 10° hiicre icerecek sekilde hazirlanmistir.
Negatif kontrol seti sadece RPMI/10% FBS(Invitrogen) ile PBMC igerirken, pozitif
kontrol seti ise RPMI/10% FBS, PBMC ile PMA (Sigma) /lonomycin (Sigma) karigimi
ve Kamptotesin (4uM) i¢ermektedir. Bir phorbol ester olan PMA ve bir Ca'" ionoforu
olan Ionomycin kombinasyonu gii¢lii bir mitojen olmasindan dolay1 pozitif kontrol olarak
tercih edilmistir ve son konsantrasyonlari sirastyla 25 ng/ml ve 1 pg/ml olarak
ayarlanmistir. Deney setinde ise antijen olarak kullanilan rAaGroEL veya EEAaGroEL
istenilen konsantrasyonlarda hazirlanip PBMC ve RPMI/10% FBS esliginde kiiltiire
konulmustur. Hiicreler 37° C de ve 5% CO, bulunan ortamda inkiibe edilmis ve kiiltiir
bitimini takiben boyamaya gecilmistir. Ayrica gerekli olan durumlarda AaGroEL
proteinin antijenik yanitinin belirlenmesi i¢in Jurkat T hiicreleri de (Jurkat T cell
lymphoma cell line) kullanilmistir. Jurkat T hiicreleri American Type Cell Culture’den
(ATCC) alinmigtir. Jurkat T hiicreleri %10 FBS iceren RPMI 1640 besiyeri (Invitrogen)
ile 37°C ve % 5 CO, ortamda optimum sartlar saglanarak yetistirilmistir. Kiiltiir bitimini
takiben hiicreler ilgili fonksiyon deneyleri igin kullanilmustir. Istatiksel analizlerin
yapilabilmesi adina her bir 6rnek ti¢lii set halinde hazirlanmistir.

Apoptozun Annexin V ve 7AAD ile Olgiilmesi

Apoptozun erken evrelerinde hiicre membraninda i¢ yiizeyde bulunan fosfatidilserin dis
ylizeye ¢ikmaktadir. Annexin V antikorunun fosfatidilserine baglanmasi ile apoptotik
hiicreler analiz edilir. 7AAD ise apoptozun ileri evrelerinde membran yapisinda olusan
porlardan iceri girerek DNA’ya baglanmaktadir. Dolayisiyla, AnnexinV ve 7AAD
kombinasyonun kullanildig1 bir boyamada sadece Annexin V+ hiicreler preapoptotik,
AnnexinV+7AAD+ hiicreler apoptotik ve sadece 7AAD+ hiicreler ise 6lii hiicrelerdir.
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PBMC ile yapilan deneylerde sadece T hiicrelerinin apoptozunun Olgiilmesi adina
hiicrelere ayrica T hiicre markorii olan CD3 ile de boyanmislardir. AnnexinV/7AAD
boyamasi kisaca sOyle 6zetlenebilir; kiiltiir sonlandirilmasi i¢in hiicreler 1xPBS ile 2 defa
yikanir ve sonra hiicreler Ca™" iceren buffer (BD) varliginda AnnexinV (BD) ve 7AAD
(BD) ile 30 dk inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler akim sitometrisinde
okutulur ve data analizi yapilir.

T Hiicre Apoptozunun Aktif-Kaspaz 3 ile Ol¢iilmesi

Apoptozun son evresinde hem oliim reseptorleri hemde mitokondriyal yolak ile aktiflesen
kaspaz-3 enziminin varligt EE-AaGroEL proteinin indiikledigi T hiicre apoptozunda
akim sitometrisi ile Ol¢iilmiistiir. Antijen, pozitif ve negatif kontrol varliginda kiiltiire
konan hiicreler kiiltliriin sonunda 1400 rpm 4° C santifiijlenerek pellet olusturulduktan
sonra supernant uzaklastirmistir. Daha sonra hiicreler 2 kez yikama solusyonu ile
yikanmistir. Eger deneyde PBMC’ler kullanilmis ise T hiicrelerini tanimlamak igin
hiicreler oncelikle CD3 antikoru kullanilarak isaretlenmistir. CD3 gibi hiicre yiizeyi
isaretlemesinden sonra, yikanan hiicrlerden hiicre pelleti olusturulur ve bu hiicreler
fiksasyon solusyonu (% 5,5 formaldehit iceren 1XPBS) 15 dk oda sicakliginda inkiibe
edilerek fiks edilmistir. Sonrasinda hiicreler tekrar yikanmistir. Yikama sonunda olusan
hiicre pelleti bu kezde perm solusyonu (1XPBS, saponin, % 0,1 NaN3) ile 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edilerek hiicre membraninda porlar olusturulmustur. Bunu takiben
hiicreler aktif-kaspaz-3 antikoru (BD) ile 15 dk inkiibe edilmistir. Hiicreler yikama
solusyonu ile yikandiktan sonra, siipernatant ile baglanmamis antikorlar
uzaklastirilmistir. Hiicreler % 0,5 formaldehit iceren 1X-PBS solusyonu ile ¢oziildiikten
sonra akim sitometrisi ile okutulmus ve data analiz edilmistir.

T Hiicre Apoptozunun DNA Fragmentasyonu ile Ol¢iilmesi

Apoptozun ileri asamast DNA fragmentasyoun ile &lgiiliir (LI ve DARZYNIEWICZ,
1995). Jurkat T hiicreleri AaGroEL, pozitif ve negatif varliginda 48 saat boyunca %5
CO, ve 37°C’ da inkiibe edilmistir. Kiiltiir sonunda hiicreler yikanip NP40 deterjani
ihtiva eden ¢ézme tamponu ile muamele edilmis ve 1600g de santrifiijlendikten sonra
slipernatantlara sirasiyla SDS, RNAse ve proteinase K eklenmistir. RNase ile 2 saat
boyunca 56°C su banyosunda, proteinase K ile 2 saat boyunca 37°C su banyosunda
inkiibe edilmistir. Karigimlara amonyum asetat ve %100’liik etil alkol eklendikten sonra
maksimum hizda 10-20 dk arasi santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra
pellet %70’lik etil alkol ile yikanmigtir. Maksimum hizda 10-20 dk arasi santrifiijlenmis
ve siipernetant uzaklastirildiktan sonra pellet kurutulmaya birakilmistir. Pellet 1X-TE
buffer icinde ¢oziilmiistiir. Sonuglar Nanodrop Spektrofotometre’de okunup esit
miktarlarda DNA %1.7’lik agaroz jelde elektroforezlenmistir. Jel goriintiileme sistemi ile
jelin goriintiilemesi yapilmistir.

T Hiicre Aktivasyonun Farkh T Hiicre Altgruplarinda Tayini

Kiiltiir bitimine miiteakip hiicreler 300g hizinda 5 dakika c¢oktiiriiliip siipernatanlari
vakum yardimiyla ¢ekilmistir. 1XPBS/2%FBS igeren soliisyon eklenen hiicreler yine
ayn1 hizda ¢oktiirtilerek yikama islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra hiicrelerin {izerine
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hiicre ylizey markorlerine karst hazirlanan florasan kuyruklu antikorlardan gereken
kombinasyonlarda konulmustur. CD4, CD8, CD25, CD69 kullanilan hiicre ylizeyi
markorleridir (BD). 30 dakika karanlik bir ortamda inkiibe edilen hiicreler yine yukarida
anlatildig1 gibi 2 kez yikanmis ve daha sonra 1XPBS/2%FBS icgerisinde c¢oziilerek BD
Facsarray akis sitometre cihazinda okutularak analiz edilmislerdir.

T Hiicre Sitokinlerinin Hiicre i¢i Sitokin Boyama Metodu ile Tespiti

Sitokin boyamasi, hiicre yiizeyinden ziyade hiicre i¢ine yonelik oldugundan dolay1 biraz
farklidir. Oncelikle sitokinlerin hiicre disina salinimini engellemek igin kiiltiir bitiminden
4 saat Oncesinden son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde protein transport
inhibitorii olarak bilinen BFA (Brefeldin A, Applichem) eklenmistir. Kiiltir bitimini
takiben yine yukarida anlatildig1 gibi yikanan hiicrelere gerekli hiicre yiizeyi markorleri
(CD4 ve CD25) eklenerek boyama islemi yapildiktan sonra hiicre fiksasyonu i¢in gerekli
4% Paraformaldehid (Applichem) eklenerek karistirilmistir ve 10 dakika arada
karigtirarak inkiibe edilmistir. Fix edilen hiicreler iki defa yikanmistir. Sonrasinda
hiicrelerin zarlarim gegirgen hale getirmek i¢in 0,5 Triton-X (Applichem) igeren 1X-PBS
hiicrelere eklenmistir. Karistirilan hiicreler santrifiij ile ¢oktiiriilerek dibinde yaklasik 50
ul soliisyon kalacak sekilde siipernatanlari alinarak birakilmistir. Sitokin antikorlar
hiicrelerin lizerine eklenerek 30-45 dakika oda sicakliginda inkiibasyona tabi
tutulmuslardir. Kullanilan sitokinler, IL-2, IL-4, IFNg (Beckman Coulter), IL-10 (BD),
IL-17, TGFb (R&D) den olugsmaktadir. Daha sonra hiicreler 0,5 Triton-X iceren PBS ile
yikanarak yine ayni tampon igerisinde ¢oziilerek BD Facsarray akis sitometre cihazinda
okutulup analiz edilmislerdir.

CBA Teknigi ile Hiicre Siipernatantlarinin Sitokin Profiline Bakilmasi

Kiiltiir bitimini takiben ortama salinan sitokinleri incelemek adina BD™ Cytometric
Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit II ad1 verilen kit kullanilmistir. Bu kit
ile IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFNg sitokinlerine bakilmis olup fiiretici firmanin
protokolil izlenmistir. Kisaca her bir sitokinden esit miktarlarda iceren standard icin 9
farkli konsantrasyon hazirlanmigtir. Standartlarin ve drneklerin {izerine sitokinleri tutmak
icin tasarlanmis boncuk karisimi eklendikten sonra son olarak sitokinlere tutunup 1sima
veren florasan kuyruklu sitokin antikorlar1 eklenerek 3 saat oda sicakliginda ve karanlik
bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda yikanan boncuklarin
analizi yine BD Facsarray cihazinda yapilmigtir. Data analizi ise FACScap yaziliminda
gergeklestirilmistir.

Regiilator T Hiicrelerinin Tespiti Amaciyla CD4, CD25 ve Foxp3 Isaretlemesi
Regiilator T hiicrelerinin (Treg) gilinlimiiz literatiiriinde kabul edilen hiicre markorleri
CD4 ve CD2S5 yiizey reseptorleri ile bir transkripsiyon faktorii olan Foxp3 tiir. FoxP3 bir
transkripsiyon faktorii oldugundan dolay1r bu molekiiliin akim sitometrisinde analizi i¢in
0zel olarak hazirlanan Human FoxP3 Buffer Seti (BD) kullanilmistir ve iiretici firmanin
protokolil izlenmistir. Kisaca hiicreler oncelike hiicre yilizeyi reseptorleri ile (CD4 ve
CD25) isaretlendikten sonra hiicreler fix edilip hem hiicre zarint hem de hiicre
cekirdegini cevreleyen zar1 gegirgen hale getirecek tampon kullanilmigtir. Sonrasinda
Foxp3 antikoru eklenerek 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.
Hiicreler yikandiktan sonra da BD Facsarray cihazinda okutulup analiz edilmiglerdir.
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T Hiicrelerinin TLR-2 ve TLR-4 Ekspresyonlarimin Olgiilmesi

Kiiltiir bitimini takiben hiicreler 1400 RPM’de 5 dk 4°C sicaklikta santrifiij edilmistir.
Olusan pelletler 2 kez yikanmig ve olusan siipernetantlar vakum pompast yardimiyla
uzaklastirilmistir. Son yikamay1 takiben olusan hiicre peletlerinin iizerine florasanla
isaretlenmis hiicre ylizeyi isaretcileri eklenmis ve 30 dakika karanlikda inkiibasyona
birakilmistir. TLR2, TLR4 ( e-Bioscience) ve CD4, CD8, CD69 (BD) hiicre yiizeyi
isaretcileri cesitli kombinasyonlarda kullanilmistir. Inkiibasyon sonucunda hiicreler
iizerine 1X-PBS eklenerek yikamalari yapilmis, yikama sonucunda hiicreler iizerine
yeterli miktardal X-PBS+%?2 FBS eklenip FacsArray akis sitometre cihazinda okutulup
analizleri yapilmustir.

BULGULAR

A. A.actinomycetemcomitans-GroEL Proteininin izolasyonu, Purifikasyonu ve
Dogrulanmasi

Al. AaCE Hazirlamisi ve Fonksiyonunun Olciilmesi

Method kisminda ifade edildigi gibi Aa bakteri kiiltiirii tamamlandiktan sonra
bakterilerin bir kismu 1 saatlik 1s1 sokuna tabi tutulurken bir kismu sadece 37 °C de
bekletilmistir. Bu islemi takiben biitiin bakteriler es zamanli olarak harvest edilmis ve
elde edilen bakteri peleti PBS’te coziilerek elde edilen karisimdaki bakteriler sonike
edilmigtir. Santrifiij islemini takiben siipernatant debrilerden uzaklastirilarak Aa-hiicre-
extraktlar1 (AaCE) olarak adlandirilmistir.

Elde edilen AaCE’nin 6ncelikle SDS-PAGE jel elektroforezi ile protein profili ve
kalitesi gosterilmistir. Figure la’da da goriildigi gibi 64kDa agirligindaki AaGroEL
protein expresyonunu arttirmak i¢in uygulanan 1 saatlik 1s1 soku sonunda elde edilen Aa-
43°C gelen AaCE’deki GroEL miktar1 1s1 sokuna ugratilmamis Aa-37°C gelen
AaCE’takinden fazla oldugu gibi diger proteinlerin profillerinin de farklilig
gozlenmektedir. Kisaca 43°C’de 1 saat inkiibe edilen bakterilerden elde edilen
AaCE’deki 1s1 soku proteinlerinde artis olmustur (Figiir 1a). Daha sonra AaCE ve pozitif
kontrol olarak E.coli-GroEL SDS jelde tekrar yiiriitiilerek, bantlar PVDF membrana
aktarilip gerekli olan birincil ve ikincil antikorlarla inkiibe edilerek purifikasyonda
kullanilacak AaCE fraksiyonunda GroEL varlig1 western blot ile tespit edilmistir (Figiir
1b). Aa-43 ve Aa37 kiiltiirlerinden gelen AaCE’larin western blot sonucglar1 da Aa-43
kiiltiirlerinden gelen AaCE’de daha fazla GroEL oldugunu gostermektedir.
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FIGUR 1a: AaCE SDS-PAGE jel elektroforez goriintiisii.

AaCE %8 SDS jelde 30dk 56V’ta ve 1 saat 105V ta yiiriitilmiistiir. Yiiklenen ornekler sirasiyla 1;Marker,
2;AaCE  43°C (50ug), 3;AaCE 37°C (50ug), 4;E.coli rGroEL (100ng). SDS jel Coomassie brilliant blue
R-250 ile boyanmis ve Jel dokiimantasyon cihazinda fotografi ¢ekilmistir.

Mouse
Anti-GroEL
Monoclonal
Antikor

FiGUR 1b:AaCE’tin Western Blot goriintiisii.

AaCE %8 SDS jelde 30dk 56V, 1 saat 105V yiiriitiilmiis, yiiklenen 6rnekler sirasi ile 1;AaCE 37°C (50pg),
2;AaCE 43°C (50pg), 3;E.coli rGroEL (100ng) ve drnekler PVDF membrana aktarilmigtir. PVDF membran
%S siit tozu ile 1 saat ve ardindan mouse monoklonal GroEL antikoru (1:5000) ile 2 saat inkiibe edilmistir.
Ikincil antikor olarak anti-mouse-HRP conjugate (1:20000) kullanilmistir. Yikamalardan sonra, membran
Luminol/enhancer ve peroxide buffer ile muamele edilmis ve membranda gozlenmis ve kodak filme
yansitimustir.

AaCE preparasyonlart SDS jelde goézlemlendikten sonra, bu fraksiyonun antijenik
ozellikleri olup olmadigina tespit etmek amaciyla belli dozlarda T hiicreleri ile birlikte
kiiltiire konmus ve apoptotik etkisinin olup olmadigi Annexin V ve 7AAD ile boyanarak
akim sitometrisinde okutulmus ve data analizi yapilmistir (Figlir 2). 48 saatlik kiiltiir
sonunda AaCE fraksiyonu ile kiiltiirde kalan hiicrelerde doza bagli artan bir apoptoz
Ol¢tilmiistiir. AaCE fraksiyonunun 10ug kullanildig: kiiltiirde apoptoz orant %70 iken,
100pg kullanilan kiiltiirde apoptoz oran1 %90 civarina ulasmis ve RPMI olan kiiltiirlerde
apoptoz orani %40 civarinda kalmustir.
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FIGUR 2: AaCE fraksiyonunun Jurkat T hiicreleri iizerinde doza bagh apoptotik etkisi.
AaCE belli dozlarda (1-100pg) Jurkat T hiicreleri ile 48 saat boyunca kiiltiirde birakilmistir. Sadece RPMI

negatif kontrol ve Kamptotesin ise pozitif kontrol olrak kullamilmistir. Kiiltlir sonunda hiicreler AnnexinV-
7AAD antikorlari ile isaretlenmis ve hiicreler akim sitometrisinde okutulmug ve data analiz edilmistir.

AaCE fraksiyonunun i¢inde literatiirde su ana kadar bilinen LTX, CDT gibi belli
virulans faktorleri vardir, ancak projemizde spesifik olarak ilgilendigimiz bir 1s1 soku
proteini olan AaGroEL proteinin antijenik aktivitesi su ana kadar kanitlanmamustir.
Hazirlanan AaCE’in  kalitesi her yonden kontrol edildikten sonra bu fraksiyondan
AaGroEL proteininin purifikasyonun asamalarina gegilmistir.

A2. AaGroEL proteinin ATP Affinite Kromotografi ile Purifikasyonu

Is1 soku protein ailesinden olan GroEL proteinin ATP ile olan affinitesinden
yararlanilarak purifikasyon prosesinin ilk asamasinda ATP affinite kromatografi methodu
kullanilmistir.  Oncelikle ATP affinite resini igeren gravite kolonu hazirlanmistir ve
kolonun iizerine 1ml AaCE eklenerek 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kolon
equilibration buffer ile yikandiktan sonra, SmM-ATP iceren elution buffer ile proteinleri
iceren fraksiyonlar toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarin protein konsantrasyonu
bradford protein assay ile 6l¢iilmiis ve SDS-PAGE jel elektroforezi ile saflig1 ve kalitesi
gozlenmistir (Figlr 3a). Figiir 3a’da goriildiigi gibi 2 ve 3 nolu kuyucuklara yiiklenen
ATP fraksiyon Orneklerinde pozitif kontrol olarak E.coli GroEL proteini civarinda
AaGroEL bandi gozlenmektedir. Ayrica ATP fraksiyonlarinin birden fazla bant
icerdigide goriilmektedir. Ciinkii A. actinomycetemcomitans bakterisi birden fazla 1s1
soku ailesine ait protein iiretmektedir bunlara hsp70, hsp45 ve hsp27 de dahildir. Bu sozi
edilen 1s1 soku proteinlerinin hepsinde ATP’ye baglanmak i¢in ilgili kisim oldugundan
64kDa AaGroEL proteinini tek bagina ATP affinite kromatografi yontemiyle izole etmek
miimkiin degildir. Bu nedenle de GroEL proteinini tek basina izole etmek igin
elektroelution yontemi ile purifikasyon islemine devam edilmistir.
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FiGUR 3a: ATP Affinite kromatografi fraksiyonlarimmn SDS jel goriintiisii.

ATP affinite kromatografi fraksiyonlar1 %8 SDS jelde 30dk 56V, 1 saat 105V yiiriitiilmiistiir. Yiiklenen
ornekler sirasiyla 1; E.coli rGroEL (500ng), 2;ATP fraksiyon (5ug), 3;ATP fraksiyon (5ug). SDS jel
Coomassie brilliant blue R—250 ile boyanmis ve Jel dokiimantasyon cihazinda fotografi ¢cekilmistir.

Fraksiyonlarda bulunan 64 kDa GroEL proteinin varlig1 ve spesifikligi monoklonal E.coli
GroEL antikoru kullanilarak western blot ile dogrulanmistir (Figiir 3b).

Mouse
Anti-GroEL
Antikor

FiGUR 3b: ATP Affinite kromatografi fraksiyonlarimn western blot goriintiisii. Fraksiyonlar %8 SDS
jelde 30dk 56V, 1 saat 105V yiiriitiilmiis, yiiklenen ornekler sirast ile 1;ATP fraksiyon (Spg), 2;ATP
fraksiyon (5pg) ve ornekler pvdf membrana aktarilmistir. PVDF membran %5 siit tozu ile 1 saat ve
ardindan GroEL antikoru (1:5000) ile 2 saat inkiibe edilmistir. Ikincil antikor olarak Anti mouse HRP
conjugate (1:20000) kullanilmigtir. Membrandaki 1g1ma Luminol/enhancer ve peroxide buffer ile
gbzlenmis ve kodak filme yansitilmistir.

A3. ATP Affinite Kromotografiden Elde Edilen AaGroEL iceren Fraksiyondan
Elektroelution ile AaGroEL’in Purifikasyonu

ATP kromatografiden toplanan fraksiyonlarda birden fazla 1s1 soku proteini
olmasi nedeniyle fraksiyonlar istenilen saflikta degildir ve cok daha spesifik bir
purifikasyon methodu kullanilmasi gerekmektedir. Bu nedenle ATP kromatografiden
toplanan fraksiyonlarda gozlenen AaGroEL proteini SDS jelden kesilerek elektroelute
edilmistir (Figiir 4).
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FIGUR 4: Elektroelution ile elde edilen AaGroEL proteinin (EE-AaGroEL) SDS jel goriintiisii.
Elektroelute edilen AaGroEL proteini %8 SDS jelde 30dk 56V, 1 saat 105V yiiriitiilmistiir. Yiiklenen
ornekler sirastyla 1; EE-AaGroEL (200ng), 2; EE-AaGroEL (100ng), 3; rAaGroEL (100ng). SDS jel
Coomassie brilliant blue R-250 ile boyanmus ve Jel dokiimantasyon cihazinda fotografi ¢ekilmistir.
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A4. AaGroEL Proteinin Dogrulanmasi
Ad4a. AaGroEL proteinin Western Blot ile dogrulanmasi

Is1 soku (43°C) uygulanmis AaCE’tan GroEL proteini igeren fraksiyonlar ATP
Affinite kromatografiden toplandiktan sonra ilgili fraksiyonlardan elektroelution yontemi
kullanilarak izole edilmis AaGroEL proteini (EE-AaGroEL) elektroelution sonrasinda
konsantrasyonunun az olmasi ve elution isleminde kullanilan solusyonu uzaklastirmak
icin aseton ile presipite edildi ve AaGroEL proteini western blot ile dogruland: (Figiir 5 ).
Kisaca, elektroelute edilmis AaGroEL proteini 6nce SDS poliakrilamid jele yiiklendi ve
PVDF membrana transfer edildi. Transfer sonrast membran % 5’lik siit tozu ile inkiibe
edildi ve GroEL poliklonal antibody ile gece boyu inkiibe edildi. TTBS ile yikama
sonrasi, HRP conjugate antibody ile 2 saat inkiibe edildi, yikamalardan sonra
membrandaki 1s1ma Luminol/enhancer ve peroxide buffer ile 5 dk inkiibasyon sonunda
gozlendi ve filme (Kodak) yansitildi (Figiir 5).
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FIGUR 5: EE-AaGroEL proteinin western blot ile dogrulanmasi. Elektroelute edilen AaGroEL
proteini %8 SDS jelde 30dk 56V, 1 saat 105V yiiriitiilmiistiir. Yiiklenen ornekler sirasiyla 1;AaCE (10pg),
2; E.coli rGroEL (100ng), 3; rAaGroEL (100ng), 4; EE-AaGroEL (200ng). Ornekler PVDF membrana
aktarilmigtir. PVDF membran %S5 siit tozu ile 1 saat ve ardindan mouse poliklonal GroEL antikoru (1:5000)
ile 2 saat inkiibe edilmistir. Tkincil antikor olarak anti-mouse-HRP conjugate (1:20000) kullanilmustir.
Membrandaki 1s1ma Luminol/enhancer ve peroxide buffer ile eklenmesinden sonra gézlenmis ve isima
kodak filme yansitilmistir.

A4b. AaGroEL Proteinin Kiitle Spektometresi ile Dogrulanmasi

Elektroelute edilmis AaGroEL (EE-AaGroEL) proteini SDS jelde yiiriitiildiikten
sonra ilgili bant kesilerek Almanya’daki Proteom Factory adli firmaya NanoLC-ESI-
MSMS analizi yapilmak iizere gonderilmistir ve ilgili banttaki proteinin AaGroEL
proteini oldugu Kiitle spektrometresi ile dogrulanmistir. Data analiz sonucu Tablo-1" de
verilmigtir.

B. Rekombinant A.actinomycetemcomitans-GroEL Proteininin Uretilmesi
B1. rGroEL proteininin klonlanmasi ve sentezlenmesi
Bla. PCR Yardimiyla A.actinomycetemcomitans Bakterisinin Dogrulanmasi

GroEL gen sekansi ¢ok ¢esitli bakteriler ve hatta organizmalar arasinda korunmus
oldugundan dolay1 (GroEL geni c¢esitli bakteriler arasinda %70 e varan homoloji
icermektedir.) ilk olarak kullanilan DNA kaynaginin bakteri oldugunun dogrulanmasi
icin bakteriyel ribozomal 16S primerleri kullanilmistir. Bununla beraber
A.actinomycetemcomitans bakterisinin PCR yoluyla tanimlanmasi i¢in tasarlanan 16S
primerleri de kullanilmistir (KIM ve ark., 2005). Jel %1 agaroz jeli olup, 90V, 30 dakika
yiirtitiilmiistiir. UV altinda jelin fotografi ¢ekilmistir (Figiir 6).
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FiGUR 6: A.actinomycetemcomitans bakterisinin 2 farkli primer kullanilarak PCR ile dogrulanmasi
ve GroEL geninin PCR ile ¢cogaltilmasi

Jel %1 agaroz jeli olup, 90V, 30 dakika yiiriitiilmistiir. UV altinda jelin fotografi ¢ekilmistir. M: 1kb DNA
marker, 1: Bacteriyel 16s primer (~780bp), 2: A.actinomycetemcomitans spesifik 16s primer (~425bp).

B1b. A.actinomycetemcomitans GroEL Geninin PCR ile Cogaltilmasi
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FiGUR 7: Bakteri dogrulamasi yapildiktan sonra GroEL geninin PCR ile ¢ogaltilmasi.
Jel %1 agaroz jeli olup, 90V, 30 dakika yiiriitiilmistiir. UV altinda jelin fotografi ¢ekilmistir.

Blc. A.actinomycetemcomitans GroEL Geninin pGEM Vektoriine Klonlanmasi

PCR sonucunda olusan 1644bp uzunlugundaki parca jelden izole edilmis ve daha
sonra pGEM klonlama vektorii kullanilarak, TA klonlama prensibi ile klonlanmistir.
Kisaca bu prensip, taq polimeraz enziminin uglara A niikleotidi eklemesine dayanir ve
ona uygun hazirlanmig olan ve uglarinda T bulunan klonlama vektorleri kullanilarak
klonlama gergeklesir. TA kloning prensibi ile PCR {iriinii ile pGEM vektorii ligaz enzimi
ile birlestirilmis ve E.coli hiicrelerine transforme edilmistir. Klonlama sonrasinda pozitif
kolonilerden izole edilen plasmid, EcoRI ve Ndel ile kesilmis ve kesim reaksiyonu jelde
yuritilmiistiir. Sekilde bu iki enzimle kesilen vektorden ayrilan fragman ve PCR iiriinii
ayni hizada oldugundan, klonlamanin basariyla gerceklestigi goriilmektedir (Figiir 8).
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FIiGUR 8: Klonlama vektorii olan pGEM igerisine AaGroEL geninin klonlandigimi gosteren jel
sonucu:

M: 1kb DNA marker, 1: AaGroEL geni (1644bp), 2: pGEM/AaGroEL vektorii, 3: pPGEM/AaGroEL EcoRI
& Ndel ile kesilen vektor.

B1d. A.actinomycetemcomitans GroEL Geninin pET28a Vektoriine Klonlanmasi
pGEM vektoriinden yukarida belirtilen iki enzim ile kesilen fragman pET28a
vektorii ile ligaz enzimi yardimiyla birlestirilmis ve E.coli hiicrelerine transforme
edilmistir. Klonlama sonrasinda pozitif kolonilerden izole edilen plasmid, yine EcoRI ve
Ndel ile kesilmis ve kesim reaksiyonu jelde yiiriitiilmiistiir. Sekilde bu iki enzimle kesilen
vektorlerden ayrilan fragman ve PCR {irlini ile ayn1 hizada oldugundan, klonlamanin
basariyla gerceklestigi goriilmektedir (Figlir 9). Pozitif hiicrelerden elde edilen
pET28/AaGroEL rekombinant vektoriiniin gen dizisi sekanslanmis ve herhangi bir
mutasyon olmadigindan emin olunduktan sonra ekspresyonuna gecilmistir (Tablo-3).
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FIGUR 9: Ekspresyon vektorii olan pET28a icerisine AaGroEL geninin klonlandigim gosteren jel
sonucu:

M: 1kb DNA marker, 1: AaGroEL geni (1644bp), 2: pET28a/AaGroEL vektorii, 3: pET28a/AaGroEL
EcoRI & Ndel ile kesilen vektor.

B2. rAaGroEL Proteininin Western Blot ile Dogrulanmasi ve Protein Ekspresyon
Indiiksiyon Zamaninin Belirlenmesi

E.coli BL21(DE3) bakterilerini LB s1v1 besiyerinde biiyiirken log fazinda (ODgg
~0,6) ImM IPTG eklenmis ve daha sonra her bir kuyucugun iizerinde de yazdig1 gibi 12
saate kadar her saat 6rnek toplanmistir. Toplanan bakteriler 2x SDS yiikleme boyasinin
icinde kaynatilarak esit miktarlarda (10ul) %10 SDS PAGE jeline yiiklenmistir. Jel
yiirtimesini takiben Commasie Blue boyamasi yapilmis ve jelin fotografi ¢ekilmistir.
Bantlarin kalinli§i hemen hemen 4 saatten sonra degismediginden dolay1 4. Saat protein
indiiksiyonu i¢in yeterli ve gerekli zaman olarak belirlenmistir (Figiir 10a). AaGroEL
varligin1 western blot ile dogrulamak i¢in AaGroEL proteini % 8 SDS poliakrilamid jele
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yliklenmigtir. PVDF membrana transfer edilmis, transfer sonrasi membran monoklonal
E.coli GroEL antikoru ve anti-mouse HRP conjuge ikincil antikor ile inkiibe edilmistir.
Yikamalardan sonra membrandaki 1s1ma Luminol/enhancer ve peroxide buffer ile
inkiibasyon sonunda gozlenmis ve filme yansitilmistir (Figiir 10b).
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FiGUR 10: A- 1mM IPTG kullamlarak indiiklenen protein ekspresyonunun zamana bagh artisi.

B: rAaGroEL Proteininin Western Blot yontemi ile dogrulanmasi.

1- A.actinomycetemcomitans bakterisinin 1s1 sokuna ugratildiktan sonra yapilan hiicre lizati, 2- rEcoli
GroEL proteini (StressGen), 3- rAaGroEL proteini.

B3. rAaGroEL Proteininin Saflagtirilmasi ve Dogrulanmasi

Sodyum fosfat tamponu ile ¢oziilen bakteriler protein saflastirma asamasindan
once sonikasyon ile parcalanmistir ve elde edilen siipernatant protein saflastirilmasi i¢in
kullanilmigtir. Talon Cellthru Resin i¢erdigi kobalt metal iyonlar1 sayesinde 6x-histidine
ile taglenmis proteinleri tutma kabiliyeti yliksek oldugundan tercih edilmistir. Saflagtirma
islemi, Onerilen protokol (methot kisminda agiklandi) izlenerek gerceklestirilmistir. Elde
edilen {rlintin safligt 8%’lik SDS PAGE ile gosterilmis (Figiir 11) ve proteininin
konsantrasyonu Bradford ile tespit edilmistir. Figlir 23°te 3 nolu kuyucukta goriildiigi
gibi 60kDa civarindaki AaGroEL proteini tek bir bant halinde goriilmektedir. Ayrica elde
edilen bantta Western Blot (yukarida tanimlanmistir; Figiir 10b) ve Kiitle Spektrometresi
kullanilarak rAaGroEL proteinin var oldugunun dogrulugu kanitlanmistir (Tablo-2).
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FIGUR 11: Metal affinite yontemi kullanilarak 6x His tag iceren rAaGroEL proteininin hiicre
lizatindan saflastirilmasi.

M: Protein marker, 1: rAaGroEL proteinini iireten E.coli Hiicre lizati. 2: Kolondan gegirtilen hiicre lizati. 3:
Kolondan toplanan saf rAaGroEL proteini.

B4.LPS Tayin Deneyi

Gerek elektroelute edilen gerekse rekombinant formda tiretilen GroEL proteininde
LPS, endotoksin miktar1 LAL Chromogenic Endpoint Assay Kit (Hycult biotechnology)
ile tespit edilmis olup iiretici firmanin protokolii izlenerek uygulanmistir. Bu deneydeki
prensip endotoksin ile iletisime gegtiginde sar1 renk vererek spektrofotometrik bir deger
verebilen LAL maddedesinin kullanilmasidir. Kit miktar1 belli Endotoksin standardi
icerir. Standardin 7 adet diliisyon degeri kullanilarak Standard egri ¢ikartilir. Endotoksin
miktar1 belli olmayan 6rnekler dilusyonlar yapilarak koyulur ve olusturulan standart egri
ile ana oOrnekteki endotoksin orani tayin edilir (Figiirl2). LAL deneyine gore
mikrogramdaki LPS miktar1 8EU olarak hesaplanmustir.
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FiGUR 12: LPS tayini
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C. AaGroEL Proteinin T Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Arastirilmasi
C1. T Hiicre Apoptozunun AnnexinV ve 7AAD ile Olciilmesi

AaGroEL proteinin antijenik yanitinin belirlenmesi i¢in periferik kandan izole

edilen T lenfosit hiicreleri ve Jurkat T hiicreleri (Jurkat T cell lymphoma cell line)
kullanilmastir.
Apoptozun analizi i¢in hiicreler kiltir sonunda Annexin V-7AAD antikorlar1 ile
boyanarak akim sitometrisinde okutulup data analizi yapilmistir. Literatiirde su ana kadar
yapilan caligmalarda AaGroEL proteinin T hiicrelerinde ya da herhangi bir diger hiicre
hattinda apoptotik etkisi gosterilmemistir. Sadece epitel hiicreleri {izerinde sitotoksik
etkisinin olabilecegi belirtilmistir.

Yapilan deneylerde AaGroEL proteininin doza bagimli olarak hem periferik
kandan izole edilen T lenfosit hiicreleri (Figiir 13a ve 13b) ve Jurkat T hiicreleri apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (Figiir 14). Figilir 13a’te goriildiigi gibi; PBMC hiicreleriyle
yapilan kiiltiirlerde 72 saat sonunda, negatif kontroliin (sadece RPMI) kullanildig1 yerde
apoptoz orani yani hiicrelerin %15 AnnexinV+ oldugu halde, EE-AaGroEL proteininin
(200ng) eklendigi kiiltiirlerde apoptoz oranit %68’e ulagsmistir. Ayn1 deney seti i¢inde
elektroelutionda kullanilan elution buffer’in (EB) eklenmesi ile %20 AnnexinV+ hiicreler
goriiliirken bu oranin negatif kontrollerdeki kadar oldugu kullanilan solusyonun antijen
varligindaki apoptoz oranini etkilemedigi goriilmistiir. Ayrica pozitif kontrol olarak
kullanilan Kamptotesinin varliginda ise hiicreler % 59 AnnexinV pozitiftir. AaGroEL
antijeninin apoptoz etkisi oldukc¢a etkindir. Figiir 13b’de AaGroEL dozuna bagl lenfosit
apoptozunun akim sitometrisinde elde edilen analiz datasin1 géstermektedir.
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FIGUR 13a : EE-AaGroEL proteinin PBMC hiicreleri iizerindeki doza bagh apoptotik etkisi.
Periferik kandan izole edilmis PBMC’ler EE-AaGroEL ve Kamptotesin ile 72 saat kiiltiire alinmistir,
negatif kontrol olarak yalmizca RPMI ve elektroelution buffer kullanilmistir. 72 saat sonunda hiicreler
AnnexinV-7AAD ile boyanarak Akim sitometrisinde okutilmus ve lenfosit populasyonu segilerek analiz
edilmistir. Herbir gruptaki antijen ile kiiltiire konan hiicreler ii¢ set halinde yapilmigtir. Negatif kontrol
kiltiirlerindeki apoptoz ile antijenin var oldugu kiiltiirlerdeki apoptoz miktart Student T-test kullanilarak
karsilastirilmis ve T-testin istatistiksel acidan 6nemli oldugu yerler asterik ile gdsterilmistir (* p<<0.05 ).

30



4  Negatif kontrol Camptotesin (&uh)

AaGroEL (100ng)

%5

% Annexin’V pozitif

% TAAD pozitif

FIGUR 13b: AaGroEL dozuna bagh lenfosit apoptozunun akim sitometri datasa.

PBMC hiicreleri EE-AaGroEL (70ng-100ng-200ng) ile 72 saat kiiltiire koyulmustur. Negatif kontrol
olarak yalnizca RPMI, pozitif kontrol olarak Camptotesin (4uM) kullanilmigtir. Kiiltiir sonunda hiicreler
AnnexinV-7AAD ile isaretlenmis ve akim sitometrisi ile analiz edilmistir.

Ayrica EE-AaGroEL (100ng) proteininin zamana bagli olarak apoptotik etkisini
gostermek icin PBMC’ler 0 ile 96 saatlik zamanda diliminde kiiltiire konularak apoptoz
miktar1 Ol¢iilmiistir (Figlir 14a ve 14b). Belirlenen zaman araliklar ile kiiltiiriin
sonlandirilmasinin ardindan Annexin V ve 7AAD markdrleri ile hiicreler isaretlenmis ve
akim sitometrisinde okutularak data analiz edilmistir. Figlir 15a’de goriildiigii gibi ayni
dozdaki antijenik stimulasyonu takiben zamana bagli olarak apoptoz miktarinda artis
gbzlenmis ve apoptoz orani 72 saatte %40’°a ulasmistir. 96 saatte AnnexinV pozitif olan
hiicrelerin miktarinda 72 saata gore degisiklik olmamistir. Kiiltiir siiresince negatif
kontrollerde apoptoz orani ¢ok degismeyip yaklasik olarak %20’nin altinda kalmustir.
Kamptotesinin pozitif kontrol olarak kullanildig1 kiiltiirlerde zamana bagli artis devam
etmis olup 96 saatte %70 civarina ulagsmustir (Figiir 14a).
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FiGUR 14a : EE-AaGroEL proteinin zamana bagh lenfosit apoptozu.

Periferik kandan izole edilen PBMC’ler kullanilarak EE-AaGroEL proteini (100ng), kamptotesin (4uM) ve
negatif kontrol olarak sadece RPMI kiiltiire alinmistir. Zaman bagimli olarak lenfosit hiicrelerindeki
apoptoz orani AnnexinV-7AAD ile isaretlenerek akim sitometrisinde analiz edilmistir. Datanin istatistiksel
analizini yapmak i¢in drnekler ii¢ set yapilmigtir. Datanin istatistiksel olarak 6nemli oldugu yerlere asterik
konulmustur ( * p<0,05).
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FIGUR 14b: EE-AaGroEL proteinin lenfositler iizerindeki zamana bagh apoptoz etkisinin akim
sitometri datasi

EE-AaGroEL proteini Jurkat T hiicreleri ile 48 saat kiiltiire alindiginda, hiicrelerin
AnnexinV ve 7AAD boyamasiyla dlgiilen apoptoz miktar1 %77 AnnexinV ve %37
7AAD pozitiftir, negatif kontrollerdeki hiicreler ise % 8 AnnexinV pozitif ve % 6 7TAAD
pozitif olarak kalmistir (Figiir 15a). AaGroEL tarafindan indiiklenen apoptoz sadece
periferal kandaki lenfositlerde degil Jurkat T hiicrelerinde de goriilmektedir. Jurkat T
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hiicrelerinde gozlenen apoptoz miktar1 hem AaGroEL miktarina hem de zamana baghdir
(Figlir 16a ve 16b).
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FIGUR 15 : EE-AaGroEL proteinin Jurkat T hiicreleri iizerindeki doza bagh apoptotik etkisi.

Jurkat T hiicreleri EE-AaGroEL ve Kamptotesin ile 48 saat kiiltiire alinmistir ve sadece RPMI ise negatif
kontrol olarak kullanilmistir. 48 saat sonunda hiicreler AnnexinV-7AAD ile boyanarak akim sitometrisinde
okutulup data analizi yapilmistir. Datanin standart sapma (SD) ve T-testinin hesaplanmasi igin drnekler ii¢

set halinde kiiltiire konulmustur. Datanin istatistiksel olarak 6nemli oldugu yerlere asterik konulmustur ( *
p<0,05).
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FIGUR 16: EE-AaGroEL proteinin Jurkat T hiicreleri iizerindeki doz ve zamana bagh apoptotik
etkisi.

Jurkat T hiicreleri EE-AaGroEL proteini (100 ng, 250 ng), Aa CE (25ug), pozitif kontrol olarak
camptotesin (4 uM) kullanilarak kiiltiire koyulmustur. Hiicreler 24 saat (Figiir 16A) ve 48 saat (Figiir 16B)
kiiltiir sonunda Annexin V-7AAD ile isaretlenerek akim sitometrisinde analiz edilmistir. Datanin
istatistiksel analizini yapmak i¢in 6rnekler {i¢ set yapilmistir. Datanin istatistiksel olarak énemli oldugu
yerlere asterik konulmustur (* p<0.05).

Elektroelute edilen AaGroEL proteinin apoptotik aktivitesinin oldugu bu
apoptotik etkinin hem zamana hemde doza bagli olarak arttig1 yukaridaki figiirlerde
gosterilmistir. Ayrica gézlenen bu apoptozun negatif kontrollerdeki hiicrelerin apoptozu
ile karsilastirildiginda anlamli bir 6liim oldugu yapilan T-testi sonuglar1 ile ortaya
konmugtur. EE-AaGroEL proteinin apoptotik yanitinin ve antijenik aktivitesinin
purifikasyon asamalarindan kaynaklanan bir kontaminasyon sonucu olup olmadigini
anlamak adina da yapilan deneyler apoptozun AaGroEL antijen varliginda indiiklendigini
gostermistir (Figiir 17, Figlir 18a ve 18b). Purifikasyon asamalarinin etkisini anlamak
icin, AaGroEL proteinin izolasyonuna es zamanl olarak antijenik etkisi olmadig1 bilinen
E.coli rGroEL ve BSA proteinide SDS jelden elektroelute edilmis ve hiicre kiiltiiriinde
Jurkat T hiicreleri lizerindeki etkileri 6l¢iilmiistiir (Figiir 17, Figiir 18a ve 18b). Figiirlerde
goriildigii gibi Elektroelute edilmis gerek E.coli-GroEL gerekse BSA proteinin
fonksiyonunda bir degisim olmadig tespit edilmistir. Bu da elektroelution iglemlerinin
ve bu islemler sirasinda kullanilan solusyonlarin apoptotik bir etkisi olmadigini
gostermistir. Dolayisiyla apoptotik etki AaGroEL proteininden kaynaklanmaktadir.
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FiGUR 17 : EE-AaGroEL, E.coli-rGroEL ve BSA proteinin Jurkat T hiicreleri iizerindeki apoptotik
etkisi.

Jurkat T hiicreleri EE-AaGroEL (100ng), Elution buffer, E.coli rGroEL (100 ng), BSA (100ng),
Elektroelute edilmis BSA (100 ng) ve Camptotesin (2uM) ile 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler
kiiltir sonunda Annexin V-7AAD ile isaretlenerek akim sitometrisinde analiz edilmistir. Datanin
istatistiksel analizini yapmak igin Srnekler ii¢ set yapilmistir. Datanin istatistiksel olarak onemli oldugu
yerlere asterik konulmustur ( * p<0,05).
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FiGUR 18a: EE-AaGroEL, E.coli-rGroEL proteinlerinin Jurkat T hiicreleri iizerindeki apoptotik
etkisi.

Jurkat T hiicreleri EE-AaGroEL (100ng), rAaGroEL (40ug), Elektroelute edilmis rAaGroEL (100 ng, 500
ng), E.coli rGroEL (100 ng), Elektroelute edilmis E.coli rGroEL (100 ng), AaCE (25ug) ve Camptotesin
(4uM) ile 48 saat boyunca inkiibe edilmis ve hiicreler kiiltiir sonunda Annexin V-7AAD ile isaretlenerck
akim sitometrisinde analiz edilmistir. Datanin istatistiksel analizini yapmak i¢in 6rnekler ii¢ set yapilmustir.
Datanin istatistiksel olarak énemli oldugu yerlere asterik konulmustur (* p<0,05).
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FiGUR 18b: Farkh proteinlerin Jurkat T hiicrelerindeki apoptozunun akim sitometri datasi

Jurkat T hiicreleri antijenler ile 48 saat kiiltiire koyulmustur. Negatif kontrol olarak yalnizca RPMI, pozitif
kontrol olarak camptotesin (4uM) ve antijen olarak; AaGroEL (100ng), rAaGroEL (100ng) kullanilmistir.
Yapilan deneyde Elution buffer, EE-BSA (100ng) ve EE-E.coli rGroEL (100ng) antijenlerimizin negatif
kontrolii olarak kullanilmistir. 48 saatin sonunda hiicreler AnnexinV-7AAD ile isaretlenmis ve akim
sitometrisi ile analiz edilmistir.

C2. T Hiicre Apoptozunun Aktif-Kaspaz 3 ile Olciilmesi

Apoptozun deneysel olarak dl¢iilmesinde aktif-kaspaz 3 varliginin tespit edilmesi
onemli bir veridir. Bu baglamda apoptozun ileri asamalarinda hem 6liim reseptorleri
hemde mitokondriyal yolak ile aktiflesen kaspaz-3 enziminin varligi, EE-AaGroEL
proteinin indiikledigi T hiicre apoptozunda akim sitometrisi ile O6l¢iilmiistiir. Antijen,
pozitif ve negatif kontrol varliginda kiiltiire konan hiicreler kiiltiir zamaninin bitiminde
once hiicre ylizey markorleriyle isaretlenmistir (6rnegin T hiicreleri i¢in CD3 antikoru
kullanilmistir). Bunu takiben hiicreler fix ve perm edilerek aktif-kaspaz 3 eklenmistir
daha sonra hiicreler akim sitometrisi ile okutulmus ve data analiz edilmistir. 48 saatlik
PBMC Kkiiltiirlerinde EE-AaGroEL varliginda T hiicrelerinin %7’si aktif-kaspaz-3 pozitif
olurken bu miktar negatif kiiltiirlerdeki T hiicrelerinde %1°de kalmistir. Ayn1 sekilde EE-
rAaGroEL de T hiicrelerindeki aktif-kaspaz 3 miktarini %35 ¢ikarmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan kamptotesinli kiiltiirlerde ise aktif-kazpaz-3 miktar1 %3 civarinda
kalmistir. Antijen varliginda Olgiilen aktif-kazpaz-3 miktar1 negatif kontrollerle
karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak dnemlidir ve bu farkin 6nemli oldugu
yerler asterik ile gosterilmistir (Figiir 19a ve 19b). EEAaGroEL veya rAaGroEL
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antijenleri tarafindan indiiklenen apoptozda aktif-kazpaz-3 varlig1 Jurkat T hiicre hattinda
da gosterilmistir (Figiir 20a ve 20b).
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FiGUR 19a: AaGroEL proteinin T hiicrelerindeki apoptozunun Aktif-kaspaz 3 miktari ile élgiilmesi.
Periferik kandan izole edilen PBMC’ler EE-AaGroEL (100ng), rAaGroEL (40pg), Elektroelute edilmis
rAaGroEL (100 ng, 500 ng), E.coli rGroEL (100 ng), Elektroelute edilmis E.coli rGroEL (100 ng), AaCE
(25png) ve Camptotesin (4uM) ile 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak yanlizca RPMI
kullanilmig ve elution buffer da purifikasyon asamalarmin kontrolu olarak kullanilmigtir. Kiiltiir sonunda
hiicreler 6nce T hiicre yiizey markdrii CD3 ile boyanmis ve akabinde hiicreler fix ve perm edildikten sonra
aktifkaspaz-3 eklenmesi ile boyamaya devam edilmis ve hiicreler akim sitometrisinde okutulup data analiz
edilmistir. Datanin istatistiksel analizini yapmak i¢in 6rnekler ii¢ set yapilmistir. Datanin istatistiksel olarak
onemli oldugu yerlere asterik konulmugtur (* p<0,05).
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FIGUR 19b: AaGroEL’in T hiicre apoptozunun Aktif-kaspaz 3 ile 6l¢iimiiniin akim sitometri datasi.
Periferik kandan izole edilmis PBMC hiicreleri AaGroEL protein (100ng) ile 48 saat kiiltiire koyulmustur.
Kiltiir sonunda hiicreler CD3, Aktif-kaspaz 3 antikorlari ile boyanmis ve akim sitometrisinde analiz
edilmistir.
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FiGUR 20a: AaGroEL proteinin Jurkat T hiicreleri iizerindeki etkisinin Aktif-Kaspaz 3 ile dl¢iilmesi
Jurkat T hiicreleri EE-AaGroEL (100ng), rAaGroEL (40pg), Elektroelute edilmis rAaGroEL (100 ng, 500
ng), E.coli rGroEL (100 ng), Elektroelute edilmis E.coli rGroEL (100 ng), AaCE (25ug) ve Camptotesin
(4uM) ile 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Negatif control olarak yanlizca RPMI kullanilmistir. Kiiltiir
sonunda hiicreler aktif-kaspaz 3 ile boyanarak akim sitometrisinde analiz edilmistir. Deneyin istatistiksel
olarak anlamli olmasi i¢in 6rnekler {i¢ set yapilmustir ( * p<0,05 ).
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FiGUR 20b: Jurkat T hiicrelerinde AaGroEL antijenine bagimh Aktif-kaspaz 3 miktarim gosteren
akim sitometri datasi.

Jurkat T hiicreleri AaGroEL (100ng), rAaGroEL (100ng) proteini ile 48 saat kiiltiire koyulmustur. Negatif
kontrol olarak yalnizca RPMI, antijenlerin kontrolii olarak ise EE-E.coli rGroEL (100ng) kullanilmustir.
Kiltiir sonunda hiicreler CD3, Aktif-kaspaz 3 antikorlari ile boyanmis ve akim sitometrisinde analiz
edilmistir.

C3. T Hiicre Apoptozunun DNA Fragmentasyonu ile Olgiilmesi

DNA fragmentasyonu apoptotik proseste en ileri asamadir. Apoptoza birbirine
bagli biyokimyasal olaylar zincirinin olusumu olarak bakildiginda, DNA’nin
par¢alanmast en Onemli sonuctur. Aktif-kazpaz 3 aktivasyonunu tabiken aktiflesen
endoniikleazlarin DNA nin yaklasik herbir 180bp dan bir par¢a olusmasina neden olurlar
ve bu olayda agoroz jelde goriintiilenebilir. Bu deneyde Jurkat T hiicrelerini
hazirladigimiz antijenlerle 48 saatlik kiiltiire koyuldu, kiiltiir sonunda DNA izolasyon
prosediiriinii izleyerek DNA izole edildi ve jelde yiritildi ve EtBr eklenip jel
dokiimantasyon cihaziyla goriintillendi (Figlir 21). Figiir 21°de goriildigi gibi
AaGroEL’in bulundugu kiiltiirden gelen DNA’da par¢alanma gozlenmektedir.
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FiGUR 21: DNA fragmentasyonun agaroz jel goriintiisii.

Jurkat T hiicreleri 48 saat boyunca antijenlerle kiiltiire koyulmustur. DNA par¢alanmasinin l¢iilmesi igin
kiltiirlerin sonlandirilmasinin ardindan hiicrelerden DNA izole edilmis, DNA miktarlar1 Nanodrapta
Olglilmiis ve esit miktarda DNA kuyucuklara yiiklenmis ve ornekler % 1,7 Agaroz jelde 50V 60 dk
yiiriitiilmiis ve jel gortintiilenmistir. Yiiklenen Ornekler sirasiyla 1; Markor, 2; Negatif kontrol (yalnizca
RPMI), 3; Camptotesin (1uM), 4; Elusyon buffer, 5; EE-AaGroEL (100 ng)

D. AaGroEL Proteinine Yanit Olusturan T Hiicre Fenotipinin Belirlenmesi
D1. T Hiicre Altgruplarinin ve Aktivasyon Markorlerinin Belirlenmesi

EE-AaGroEL proteininin hangi T hiicre altgrubu iizerinde etkili oldugunu
gostermek icin CD4+ veya CD8+T hiicrelerinde CD25 (IL-2 reseptorii) ve CD69 (erken
aktivasyon markorii) molekiillerinin ekspresyonu Ol¢tilmiistiir. Figlir 22°de goriildigi
gibi AaGroEL proteini ile stimiile edilen kiiltiirlerde CD4+T lenfositlerinin CD69
ekspresyonunun %20 lere ulasirken CD8+T hiicrelerinde ise %2 civarinda kalmistir.
CD25 markoériiniin CD4+ T hiicreleri tarafindan az miktarda ekspresyonu yaninda bu
markoér CD8+T hiicrelerinde saptanmamustir (Figiir 22 ve 23).
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FiGUR 22: CD4+ T hiicrelerinde CD25 ve CD69 ekspresyonu

Periferik kandan izole edilen PBMC’ler AaGroEL proteini (100ng) ile 48 saat kiiltiire koyulmustur.
Kiiltiir sonunda hiicreler CD4, CD25 ve CD69 fenotip antikorlari ile isaretlenmis ve akim sitometrisinde
analiz edilmistir. Figlir A, antikorun floresan yogunlugunu, Figiir B ise % pozitif hiicre populasyonunu
gostermektedir.
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FiGUR 23: CD8+ T hiicrelerinde CD25 ve CD69 ekspresyonu

Periferik kandan izole edilen PBMC’ler AaGroEL proteini (100ng) ile 48 saat kiiltiire koyulmustur.
Kiiltiir sonunda hiicreler CD8, CD25 ve CD69 fenotip antikorlari ile isaretlenmis ve akim sitometrisinde
analiz edilmistir. . Figlir A, antikorun floresan yogunlugunu, Figiir B ise % pozitif hiicre populasyonunu
gostermektedir.

EE-AaGroEL ile elde edilen sonuglardan sonra, rAaGroEL protein ile PBMC
hiicreleri kiiltiire konmus ve Kkiiltiiriin tamamlanmasini takiben CD4, CD8, CD25 ve
CD69 gibi hiicre ylizey markdrleri ile isaretlenen hiicreler FACSarray akis sisteminde
okutulup data analiz edilmistir. Bu deneylerde, RPMI negatif kontrol olarak PMA ve
Ionomycin ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Figiir 24’te goriildiigii gibi, 24. saatte
CD4+T hiicrelerinde hem CD69 (%35) hem de CD25 (%10) markdrlerinin ifadesi
rAaGroEL ile artmustir (Figlir 24). rAaGroEL ile stimiile edilmis 48 saatlik kiiltiirlerde
CD4+T lenfositlerinin CD69 miktar1 %20 ye diiserken CD25 markdriiniin ifadesi
%20’nin lizerine ¢ikmistir (Figiir 25).
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FIGUR 24: rAaGroEL proteinine yanit olusturan CD4+T hiicre altgruplari (24 Saat)

rAaGroEL proteini (20pug/ml) PBMC hiicreleri ile 24 saatlik kiiltiire konulmustur. Kiiltiir sonunda hiicreler
CD4, CD25 ve CD69 hiicre ylizey markarleri ile isaretlenerek FACSarray akis sitometri cihazinda okutulup
analiz edilmistir. Hiicre kiiltiirii besiyeri olan RPMI negatif kontrol olarak kullanilirken PMA ve Ionomycin
ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir (* p< 0.05).
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FIGUR 25: rAaGroEL proteinine yanit olusturan CD4+T hiicre altgruplari (48 Saat)

rAaGroEL proteini (20pg/ml) PBMC hiicreleri ile 48 saatlik kiiltiire konulmustur. Kiiltiirii takiben CD4,
CD25 ve CDG69 hiicre yiizey markérleri ile isaretlenen hiicreler akim sitometrisinde okutulup data analiz
edilmistir. Negatif kontrol olarak RPMI pozitif kontrol olarak da PMA/Ionomycin kombinasyonu
kullanilmstir. (* p<0.05)
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D2. Regiilator T Hiicre Fenotipinin Belirlenmesi

Rekombinant AaGroEL proteininin CD4 pozitif T hiicrelerini aktif hale getirdigi
CD69 ve CD25 ekspresyonunu artirdigini tespit ettikten sonra, aktif hale gelen T
hiicrelerinin diizenleyici T hiicreleri (Treg) olup olmadigini anlamak igin hiicre ylizey
markdrleri ile birlikte hiicreler foxp3 transkripsiyon markorii ile de boyandi. AaGroEL ile
stimiile edilen CD4+CD25+T hiicrelerinin aym1 zamanda da Foxp3 pozitif oldugu
goriilmustiir (Figiir 25a).
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Figiir 25a: CD4+ CD25+ Foxp3+ T hiicrelerinin dot plot gériintiileri (48 saatlik kiiltiir)

D3. T Hiicrelerinin TLR-2 ve TLR-4 Ekspresyonlarimin Olgiilmesi

PBMC’ler antijen, negatif ve pozitif kontrol varliginda kiiltiire konmus ve kiiltiir
bitimini takiben hiicreler yikanmig ve olusan hiicre peletlerinin {izerine degisik
kombinasyonlarda florasanla isaretlenmis TLR2, TLR4, CD4, CD8 ve CD25 antikorlar
eklenmis boyama prosediirii gergeklestirilip hiicreler akim sitometri cihazinda okutulup
data analizleri yapilmistir. AaGroEL ile stimiile edilen lenfositlerin TLR2 expresyonunun
negative kiiltiirlerde %4 civarinda olmasina ragmen %38.6’ da kalmistir. LPS varliginda
bu molekiiliin ekspresyon miktar1 %21 iken LPS ile AaGroEL birlikte kiiltiire
kondugunda bu miktarda %25’ e ulasmustir (Figiir 26). AaGroEL proteinin TLR2
araciligr ile T hiicrelerini aktive etme olasiligini diisindiirmektedir. Ancak TLR2
miktariin T hiicre altgruplarinda bakilmas1 da gerekmektedir. Ayni kiiltiirlerde
AaGroEL proteinin varliginda lenfositler tizerinde TLR4 ekspresyonu agisindan herhangi
bir degisiklik gdzlenmemistir (Figiir 27).
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Figiir 26. Lenfositlerin TLR2 Ekspresyonu

PBMC’ler rAaGroEL (5pg) ve LPS (100ng) ile 72 saat boyunca RPMI 1640 kiiltiir ortaminda inkiibe
edilmistir. Negatif kontrol olarak yalniz RPMI 1640, pozitif kontrol olarak da Ionomisin (1pg/ml) ve PMA
(25ng/ml) kullanmilmigtir. Hiicreler inkiibasyondan sonra CD4 ve TLR2 molekiiler antikorlariyla
isaretlenmis ve FACsArray’de analizleri yapilmustir.
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Figiir 27. Lenfositlerin TLR4 Ekspresyonu .

PBMC’ler rAaGroEL (5pg) ve LPS (100ng) ile 72 saat boyunca RPMI 1640 kiiltiir ortaminda inkiibe
edilmistir. Negatif kontrol olarak yalniz RPMI 1640, pozitif kontrol olarak da Ionomisin (1pg/ml) ve PMA
(25ng/ml) kullanilmistir. Hiicreler inkiibasyondan sonra CD4 ve TLR4 molekiiler antikorlarryla
isaretlenmis ve FACsArray’de analizleri yapilmustir.
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D4. rAaGroEL Proteininin Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin Olciilmesi

rAaGroEL proteinin T hiicrelerinin proliferasyonuna neden olup olmadigini
anlamak i¢in antijen varliginda PMBC’ler kiiltiire konulmustur. Kiiltiir sonunda hiicreler
hem CD3 hemde PI ile boyanarak hiicrelerin 48 saat kiiltiir sonunda ulastiklar1 hiicre
dongiisii evreleri Olgiilmiistiir. rAaGroEL ile stimiile edilen Kkiiltiirlerde ¢ok sayidaki
hiicrelerin negatif kontrol kiiltiirlerine gore S ve G2/M fazina gectikleri ve bunun da
doza bagli oldugu gozlenmistir (Figiir 28).
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FIGUR 28: Hiicre dongiisii degisimlerinin akim sitometrisi sonuclari

E. AaGroEL proteine yanit olarak ekspres edilen sitokinlerin tayini
El. Cytometric Bead Array (CBA) Teknigi ile Hiicre Siipernatantlarimin Sitokin
Profiline Bakilmasi

Yukaridaki sonuglardan goriildiigi gibi AaGroEL varliginda kiiltiire konulan
PBMC’lerde T hiicreleri prolifere olmus CD69 ve CD25 molekiil ekspresyonunu
artirmistir. Dolayisiyla antijene verilen immun yanitta proliferasyon ve aktivasyonu
takiben hiicreler farklilagarak sitokin eksprese ederek immun yaniti regiile edebilirler.
AaGroEL proteininin T hiicreleri lizerindeki etkilerini anlamak i¢in sitokin profillemesi
oldukca onemlidir.

Bu baglamda, kiiltiir bitimini takiben ortama salinan sitokinleri 6l¢gmek icin BD™
CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit II ad1 verilen kit kullanilmistir. Bu kit ile IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, TNF, IFNg sitokinlerine bakilmigtir. CBA deneyinde farkli florasan siddete
sahip 6 boncuk popiilasyonunun her birinin yilizeyinde farkli sitokin antikorlar1 yer
almaktadir. Bu antikorlar asagidan yukariya sirasiyla; [FNg, TNFa, IL-10, IL-6, IL-4 ve
IL-2 sitokinlerine spesifiktir. Bu alt1 boncuk popiilasyonu kiiltiir siipernatani ile inkiibe
edildikten sonra sari1 dalga boyunda (PE) i1sima veren antikor ile isaretlenerek akim
sitometrisinde analiz edilir. Dolayisi ile ortamda ne kadar ¢ok sitokin var ise boncuklar o
derecede daha siddetli sar1 dalga boyunda 1sima vermektedir. Figiir 29°da 20pg/ml
rAaGroEL proteini ile stimiile edilmis PBMC hiicre silipernatanlarindaki sitokin
miktarlar1 goziikmektedir. Ozellikle ilk saatlerde (6 saate kadar) TNFa ve IL-6
digerlerine gore ¢ok miktarda olup daha sonraki saatlerde (24 ve 48 saat) I[L-10 ve IFNg
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sitokinlerinin de ortama salindiklar tespit edilmistir. IL-2 ve IL-4 sitokinleri ise kiiltiir
siipernatantlarinda tekrar edilen deneylerde de 6l¢lilememistir (Figiir 29).
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FIGUR 29: rAaGroEL ile indiiklenmis sitokin expresyonunun zamana bagh degisimi

20ug/ml rAaGroEL proteini ile stimiile edilmis PBMC hiicre siipernatanlarinda CBA ile 6lgiilen sitokin
miktarlarin1 gosteren akim sitometri datasi. Yukaridaki sonuglardaki boncuk populasyonu yukaridan
asagiya su sekildedir: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa ve IFNy

AaGroEL proteine yanit olarak ekspres edilen sitokinlerin zamana bagh degisimi

CBA deneyi ile bakilabilen sitokinler olan IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa ve IFNy
konsantrasyonlari, rAaGroEL ile indiiklenmis PBMC hiicre siipernataninda 2 saat ile 72
saat arasinda olarak analiz edilmistir. Pozitif kontrol olarak PMA ve Ionomycin karigimu,
negatif kontrol olarak da RPMI kullanilmistir (Figiir 30).

Figiir 30°da goriildiigii gibi IL-2 ve IL-4 miktarinda AaGroEL ile stimiile edilmis
kiiltiirlerde hi¢ bir degisiklik olmamis iken PMA/I ile stimiile edilmis kiiltiirlerde bu
sitokinlerin varlig1 gézlenmistir. IL-6 ekpresyonu AaGroEL ile stimiile edilen kiiltiirlerde
zamanli bagli olarak artmis ve 72 saat sonunda 20000pg/ml’e ulagsmustir. IL-6 ekpresyonu
negatif kontrol kiiltiirlerinde de artmistir ancak bu artis AaGroEL ile stimiile edilen
kiiltiirlerinkinden daha azdir. AaGroEL ile stimiile edilen kiiltiirlerde IL-10 miktar: 8.inci
saatten sonra artmaya baslamis 24 saatte en yliksek miktara ulasmis (1600pg/ml) ve sonra
da azalmaya baglamis ve 72. saatte en diisiik diizeye ulasmistir (500pg/ml). AaGroEL ile
stimiile edilen hiicrelerde TNFalfa miktar1 2.inci saatten itibaren artmaya baglamis ve
8.inci saatte en yliksek degere ulasmis (8000pg/ml) ve daha sonra diiserek 72 saatte en
diisiikk degere ulagsmistir. TNFalfa miktar1 negatif kontrol kiiltiirlerinde ise zamana bagl
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olarak artmaya devam etmistir. IFNg miktar1 ise AaGroEL ile inkiibe edilen hiicrelerin
siipernatantinda 48 saatte 3000pg/ml’e ulasmistir. Bu sonuclara gore, rAaGroEL proteini
IL-6, IL-10, TNFa ve IFNg sitokinlerinin salinimini tetiklemektedir (Figiir 30).
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FIGUR 30: rAaGroEL ile indiiklenmis sitokin salimminin zamana bagh degisimi.

CBA deneyi ile bakilabilen sitokinler olan IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa ve IFNg konsantrasyonlari,
rAaGroEL ile indiiklenmis PBMC hiicre siipernataninda 2-72 saat arasinda olarak analiz edilmistir. PMA
(25ng/ml) ve Ionomycin (lug/ml) karisimi pozitif kontrol ve RPMI negatif kontrol olarak kullanilmustir.
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E2. T Hiicre Sitokinlerinin Hiicre i¢i Sitokin Boyama Metodu ile Tespiti

CBA deneyi ile odlgiilen sitokinlerin hangi hiicrelerden geldigi bilinmediginden
hiicre i¢i sitokin boyamasi ile hiicre yiizey markorlerinin boyamasinin birlestirilmesi
gerekmektedir ki iiretilen sitokinin hangi hiicre tipinden geldigi tespit edilebilsin.
Hiicrede f{iretilen sitokin miktarin1 6lgmek igin Oncelikle sitokinlerin hiicre disina
salmimin1 engellemek gerekmektedir. Bunun i¢in kiiltiirlere kiiltiir bitiminden 4 saat 6nce
son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde protein transport inhibitorii olarak bilinen
Brefeldin A eklenmistir. Kiiltlir bitimini takiben yikanan hiicrelere gerekli hiicre ylizeyi
markorleri (CD4 ve CD25) eklenerek boyama islemi yapildiktan sonra hiicreler fiks ve
perm edilmis ve sitokin antikorlar1 hiicrelerin iizerine eklenerek inkiibasyona tabi
tutulmuslardir. Daha sonra hiicreler akis sitometre cihazinda okutulup data analiz
edilmigtir. Hiicre i¢i sitokinleri IL-2, IL-4, IFNy, IL-10, IL-17 ve TGFb’dan
olugmaktadir. Data analizi yapilirken herbir sitokin i¢in dnce CD4+T hiicreleri arasinda
CD25+ olanlarin ekspres ettikleri sitokin miktarina bakilmis ve akabinde sitokin
ekspresyonu lenfositler arasinda degerlendirilmistir.
Bu sonugclara gore;
IFNy: CBA deneylerinde dlciilen IFNg, rAaGroEL ile stimiile edilen kiiltiirlerin hiicre ici
sitokin boyama deneyi ile de dogrulanmis ve IFNg iiretimine T hiicrelerinin katkisinin ne
oldugu anlasilmistir. IFNg salimiminin kaynagi CD4+T hiicreleridir ve bu CD4+T
hiicreleri CD25 negatiftir. Ayrica CD4+T hiicrelerini icermeyen lenfositlerin (bunlar B
hiicreleri ve/veya CD8+T hiicreleri olabilirler) CD+CD25-T hiicrelerinden daha fazla
IFNg yaptiklar1 gozlenmistir (Figiir 31).

IL-2: Ozellikle CD4+ lenfositlerinin, rAaGroEL ile IL-2 sentezledigi gériilmiistiir ve bu
hiicreler CD25- dir. (Figiir 32).

IL-4: rAaGroEL proteininin, IL-4 {iretiminde herhangi bir katkis1 bulunmamaktadir
(Figtir 33).

IL-10: rAaGroEL ile IL-10 iiretiminin tetiklenmesi arasinda CBA ile kurulan baglant1 bu
deneyle de dogrulanmis olup bu bilgiye ilave olarak da su sonuca ulagilmistir: IL-10
salmiminin kaynagi hem CD4+ lenfositler hem de CD4- lenfositlerdir fakat bu hiicreler
CD25- dir (Figiir 34).

IL-17: Yogun miktarda iiretilen IFNy’nin IL-17 sitokinini inhibe ettigi diistiniilmektedir.
Bu yiizden IL-17 saptanamamustir (Figiir 35).

TNFa: rAaGroEL ile TNFa tiretiminin tetiklenmesi arasinda CBA ile kurulan baglant1 bu
deneyle de dogrulanmis olup bu bilgiye ilave olarak da su sonuca ulasilmistir: TNFa
saliniminin kaynagi hem CD4+T hiicreleri hem de CD4- lenfositlerdir ve bu hiicrelerin
bazilar1 ayn1 zamanda CD25+ dir (Figiir 36 ve Figiir 42).

TGFB: rAaGroEL proteininin, hem lenfositler hemde lenfositlerin haricindeki
l6kositlerin de TGF-p iiretiminde herhangi bir katkis1 olmadig1 goriilmektedir (Figiir 37).
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FIGUR 31: Hiicre ici sitokin boyamasi ile IFNy tespiti

CBA deneyi ile tespit edilen IFNy sitokininin hangi grup hiicrelerden geldiginin tespitinin yapilmasi igin
hiicreler hiicre yiizeyi markorleri olan CD4 ve CD25 ile isaretlenip, hiicreler fix ve perm edildikten sonra
yani hiicre yiizeyi gecirgen hale getirildikten sonra sitokin antikorlar1 eklenerek FACSarray cihazinda
analiz edilmiglerdir.
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FiGUR 32: Hiicre i¢i sitokin boyamasi ile IL-2 tespiti.

Hiicre igi sitokin boyamasi ile IL-2 tespiti. Hiicreler hiicre yiizeyi markdrleri olan CD4 ve CD25 ile
isaretlenip, hiicreler fix ve perm edildikten sonra yani hiicre yiizeyi gegirgen hale getirildikten sonra sitokin
antikorlar1 eklenerek FACSarray cihazinda analiz edilmislerdir.
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FIGUR 33: Hiicre ici sitokin boyamasi ile IL-4 tespiti.

Hiicreler hiicre yilizeyi markorleri olan CD4 ve CD25 ile isaretlenip, hiicreler fix ve perm edildikten sonra
yani hiicre ylizeyi gecirgen hale getirildikten sonra IL-4 sitokin antikorlar1 eklenerek FACSarray cihazinda
analiz edilmiglerdir.
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FIGUR 34: Hiicre ici sitokin boyamasi ile TL-10 tespiti.

Hiicre i¢i sitokin boyamas ile IL-10 tespiti. CBA deneyi ile tespit edilen IL-10 sitokininin hangi grup
hiicrelerden geldiginin tespitinin yapilmasi i¢in hiicreler hiicre yiizeyi markorleri olan CD4 ve CD25 ile
isaretlenip, hiicreler fix ve perm edildikten sonra yani hiicre yiizeyi gegirgen hale getirildikten sonra sitokin
antikorlar1 eklenerek FACSarray cihazinda analiz edilmiglerdir.
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FiGUR 35: Hiicre ici sitokin boyamasi ile IL-17 tespiti.

Hiicreler hiicre yilizeyi markorleri olan CD4 ve CD25 ile isaretlenip, hiicreler fix ve perm edildikten sonra
yani hiicre yiizeyi gegirgen hale getirildikten sonra IL-17 sitokin antikorlar1 eklenerek FACSarray
cihazinda analiz edilmislerdir.
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FIGUR 36: Hiicre ici sitokin boyamasi ile TNFa tespiti.

CBA deneyi ile tespit edilen TNFa sitokininin hangi grup hiicrelerden geldiginin tespitinin yapilmasi igin
hiicreler hiicre yiizeyi markorleri olan CD4 ve CD25 ile isaretlenip, hiicreler fix ve perm edildikten sonra
yani hiicre ylizeyi gegirgen hale getirildikten sonra TNFa sitokin antikorlart eklenerek FACSarray
cihazinda analiz edilmiglerdir.
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FIGUR 37: Hiicre ici sitokin boyamasi ile TGF-p tespiti.

Hiicreler hiicre yiizeyi markorleri olan CD4 ve CD25 ile isaretlenip, hiicreler fix ve perm edildikten sonra
yani hiicre yiizeyi gegirgen hale getirildikten sonra TGF-f sitokin antikorlar1 eklenerek FACSarray
cihazinda analiz edilmiglerdir.
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FIGUR 38: Lenfosit haricindeki l6kositlerin IFNy iiretimini gosteren data
rAaGroEL proteinin tetiklemesi ile lenfositlerin haricindeki 16kositlerin de IFNy sentezledigi
goriilmektedir.
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FiGUR 39: Lenfosit haricindeki lokositlerin IL-10 iiretimini gosteren data
rAaGroEL proteinin tetiklemesi ile lenfositlerin haricindeki lokositlerin de IL-10 sentezledigi
goriilmektedir.
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FIGUR 40: Lenfosit haricindeki lokositlerin IL-17 iiretimini gosteren data
rAaGroEL proteininin, lenfositlerin haricindeki 16kositlerin negatif kontrolde sentezledigi IL-17 sitokinini
inhibe ettigi goriilmektedir.
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FiGUR 41: Lenfosit haricindeki lokositlerin TGF-p iiretimini gosteren data
rAaGroEL proteininin, lenfositlerin haricindeki 16kositlerin de TGF-f {iiretiminde herhangi bir katkisi
olmadig1 goriilmektedir.
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FIGUR 42: Lenfosit haricindeki lokositlerin TNFo, iiretimini gosteren data
rAaGroEL proteininin etkisiyle lenfositlerin haricindeki 16kositlerin de TGF-a tirettikleri goriilmektedir.

TARTISMA/SONUC

Ulkemizde ve diinyada periodontal hastaliklar en yaygin olarak gériilen kronik
enflamasyonlardir. Periodontal hastaliklarin  patolojisinde bakterilerin  hastalikli
dokularda varliginin yaninda, bu mikroplara karsi olusturulan yikict immiin yanitin da
rolii biiyliktiir. A. actinomycetemcomitans periodontal hastaliklarin patolojisinde rol
oynayan Onemli patojenlerden biridir ve bu ¢alismada model mikroorganizma olarak
secilmistir. A.actinomycetemcomitans bakterisinin periodontal patolojiye tam olarak nasil
neden oldugu bilinmemekle beraber, insan hiicrelerine karsi sitolitik etkileri oldugu
bilinen 16kotoksin (Ltx) ve sitoletal distending toksin (CDT) adi verilen iki toksin tirettigi
ve bu toksinlerin hastaliga katkisi bilinmektedir. Fakat, bu bakteri 1s1 soku proteinleri
ailesine ait 60-kilodalton biiyiikliikteki GroEL proteini iiretmekte ve bu proteininin
fonksiyonu bilinmemektedir. Literatiirdeki g¢alismalarda A. actinomycetemcomitans-
GroEL proteininin epitel hiicre proliferasyonuna yol agtigi ve osteolitik etkileri oldugu
gosterilmistir (ZHANG ve ark., 2001; PAJU ve ark., 2000; GOULHEN ve ark., 1998;
NALBANT ve ark., 2003). Bu veriler A. actinomycetemcomitans-GroEL proteininin
periodontal  hastaliklarin  patolojisiyle iliskisini  diisiindiirmekle  beraber, A.
actinomycetemcomitans-GroEL proteininin T lenfositlerini nasil etkiledigi ve GroEL’e
karsi olusan T lenfosit immun yanitinin profili heniiz bilinmemekte ve periodontal
hastaliklarin patolojisinde GroEL’in roliiniin belirlenmesi gerekmektedir.

T lenfositleri immun yanitin regiilasyonunda rol oynayan anahtar hiicreler
olmalar1 nedeniyle, T lenfositlerinin immiin yanitinin incelenmesi ve degerlendirilmesi
kronik enflamasyon hastaliklarinin patolojisinde 6nemli bir yer tutar. Bu nedenle proje
kapsaminda hem A. actinomycetemcomitans-GroEL’i bakteriden izole edilmis hemde
rekombinant olarak {tretilmistir. Elde edilen AaGroEL proteinin etkileri hem insan
periferal kanindan izole edilen naive T lenfositleri {izerinde hemde Jurkat T hiicre hatti
tizerinde arastirilmistir. T lenfositlerinin A. actinomycetemcomitans-GroEL proteinine
cevaben olusturdugu immiin yanit; T hiicrelerinin aktivasyonu, proliferasyonu ve sitokin
profillerinin ¢ikarilmasi ac¢isindan degerlendirilmistir. Ayrica, AaGroEL proteininin
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diizenleyici T hiicreleri iizerindeki etkisi de 6l¢iilmiistiir. Bunlara ilave olarak AaGroEL
proteinin sitotoksik etkisinin olup olmadigi ve bu sitotoksik etkinin apoptoz olup
olmadigi da yapilan deneylerle gdsterilmistir.

Oncelikle gerek bakteriden izole edilen gerekse rekombinant olarak elde edilen
AaGroEL proteini western blot (Figiir 5, Figiir 10b) ve kiitle spektrometrisi (Tablo-1,
Tablo-2) ile dogrulanmistir. Purifikasyon islemleri sirasinda kullanilan solusyonlarin
AaGroEL’in Ol¢iilen immun yanitina bir katkisinin olup olmadigi test etmek icin
purifikasyonda kullanilan solusyonlarda hiicrelerle tekbasina kiiltiire konmus ve ilgili
fonksiyona olan katkilar1 Olciilmiistiir. Bu oOlgiimlerde solusyonlarin bir etkisinin
olmadig1 tespit edilmistir (Figiir 13 ve Figiir 17). Ayrica elektroelution isleminin
AaGroEL proteinin fonksiyonuna katkisini anlama adina Stressgen’den satin alinan
rekombinant E.coli-GroEL ve BSA proteinleri de AaGroEL ile es zamanli olarak
elektroelute edilmis ve es zamanli olarak hiicrelerle kiiltiire konmus ve fonksiyona
katkilar1 Olclilmiistiir. Yapilan test deneylerde purifikasyon islemlerinin fonksiyonu
etkilemedigi gosterilmistir (Figiir 17 ve Figiir 18). Biitlin bunlara ilave olarak elde edilen
AaGroEL proteinlerinin LPS ile kontamine olup olmadigi da LAL deneyi ile 6l¢tilmiistiir.
LAL deneyi dl¢timlerine gore (Figiir 12) 1 mikrogram EE-AaGroEL’de 8 EU endotoksin
oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bu caligmalarla AaGroEL proteininin kalitesi dogrulandiktan sonra
antijenik kapasitesi ile ilgili deneysel calismalar yapilmistir. Projemiz kapsaminda
AaGroEL proteinin periferik kandan izole edilen PBMC’ler ve Jurkat hiicreleri
iizerindeki apoptotik akvitesi zaman ve doz kinetigi ile optimum zaman ve optimum doz
belirlenerek gosterilmistir. AaGroEL proteinin apoptotik aktivitesinin doza bagl olarak
indiiklendigi gozlenmistir. PBMC’ler ile yapilan deneylerde LDsy 100 ng olarak
belirlenmis ve AaGroEL’in 100ng dozunda zaman bagli olarak (24, 48, 72, 96H) lenfosit
hiicrelerini oldiirdiigii gézlenmistir (Figiir 14). Jurkat T hiicreleri ve lenfositler lizerindeki
apoptotik aktivitenin 48 saatte en iyi gézlendigi kanitlanmis ve Jurkat T hiicre hatt1 ile 48
saatte AaGroEL proteini diger antijenlerle karsilagtirilmistir. Jurkat T hiicreleri iizerinde
AaGroEL proteini (100ng) %30 apoptotik aktivite gosterirken elektroelute edilmis BSA
(100ng) ve elektroelute edilmis E.coli rGroEL (100ng) %4, negatif kontrole esit
degerlerde kalmistir (Figiir 17 ve Figiir 18). Ayrica yapilan deneylerde elektroelution
asamasinda kullanilan Elution buffer negatif kontrol olarak kullanilmig ve herhangi bir
apoptotik aktivite gézlenmemistir (Figiir 13 ve Figiir 17).

AaGroEL proteininin apoptotik aktivesi hiicre membranindaki fosfatidilserine
baglanan Annexin V ve apoptozun ileri evrelerinde DNA’ya baglananan 7AAD ile
calisilmistir. Apoptozda geri doniisiimii olmayan ve hem Oliim reseptorleri hemde
mitokondriyal yolak tarafindan aktiflesen kaspaz-3 enzimi apoptotik aktivitenin
belirlenmesinde kullanilan diger bir yoldur. Periferik kandan izole edilen PBMC’ler ile
yapilan deneyde CD3 markoériinii ile T hiicreleri isaretlenmis ve aktif-kaspaz 3 ezminin
AaGroEL ve rAaGroEL proteini ile zamana bagimli olarak aktiflestigi gozlenmistir
(Figtir 19). Jurkat T hiicrelerinde ise aktif-kaspaz 3 enziminin AaGroEL ve rAaGroEL
proteinine bagimli olarak aktiflestigi, E.coli rGroEL ve elution buffer da ise negatif
kontrol ile ayn1 etki gosterdigi gozlenmistir (Figiir 20).

Ayrica AaGroEL proteini (100ng) Jurkat T hiicrelerinde 48 saat sonunda DNA
fragmantasyonuna yol agmaktadir (Figiir 21).
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AaGroEL proteini PBMC’ler ile kiiltiire alindiginda 48 saatlik inkiibasyon
sonunda T lenfosit hiicreleri fenotip agisindan degerlendirilmis, CD4+T hiicrelerinde
aktivasyonun arttigi ve CD8+ T hiicrelerinde aktivasyonun negatife yakin bir deger
seyrettigi gozlenmistir (Figiir 22). AaGroEL proteinin apoptotik aktivitesinin olmasi
patolojide onemli bir etkisi oldugunun gostergesidir. Ancak bu apoptotik etkinin apoptoz
acisindan hangi sinyal yolagi izledigi ve apoptozun molekiiller mekanizmasinin
aydinlatilmas1 gerekmektedir. Ayrica, AaGroEL tarafindan indiiklenen T hiicre
apoptozunun hangi T hiicre altgruplarini (hem fenotipik olarak hemde sitokin ekspresyon
profili dikkate alinarak) hedeflediginin ortaya konmasi gerekmektedir.

rAaGroEL proteininin hiicre yiizeyi markorleri ile yapilan immunoflorasan
isaretleme sonucunda T lenfositlerini aktif hale getirdigi tespit edildikten sonra, aktive
olan hiicrelerin hangi fenotipe polarize olduklar1 {iretilen sitokinler ile anlagilmaya
calisilmistir. Buna gore ilk olarak PBMC hiicrelerini rAaGroEL ile kiiltiir ortamina
koyulmasini takiben 72 saate kadar belirli zamanlarda siipernatanlar1 toplanmis ve CBA
kiti ile IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa ve IFNy sitokinlerin pikogram diizeyinde
konsantrasyonlarina bakilmistir. Bu deney sonucunda 6zellikle 24. ve de 48. saatlerde
yiiksek konsantrasyonlarda IL-6, IFNy ve TNFa sitokinleri saptanmis (Figiir 29 ve Figiir
30) ve bunlar kadar fazla miktarda olmasa da negatife oranla anlamli IL-10 sentezlendigi
goriilmiistiir. Fakat IL-2 ve IL-4 sitokinleri hi¢cbir zaman aralaginda saptanmamistir
(Figtir 29 ve Figiir 30). Siipernatana salinan sitokin oranlart bize bu sitokinlerin hangi
hiicre gruplar1 tarafindan iiretildigi hakkinda bilgi vermediginden dolay1 T hiicre altgrubu
spesifik yilizey markorleriyle hiicre ici sitokin isaretlemesi birlestirilerek IL-2, IL-4, IL-
17, TGF-B, IL-10, TNFa ve IFNy belirlenmesi yapilmistir. Bu deneyler sonucunda, IFNg
(Figiir 31), IL-10 (Figiir 34) ve TNFa (Figlir 36) salinnmimin kaynagt hem CD4+T
hiicreleri hem de CD4+T hiicrelerini icermeyen lenfositler (CD8+T hiicreleri ve/veya B
hiicreleri) olarak bulunmus (Figilire 38, Figiire 39, Figiire 42). Buna ilave olarak da
lenfosit olmayan hiicre grubu i¢inde yani PMN’lerde data analizi yapildiginda bu sozii
edilen sitokinlerin monositler ve/veya dendritic hiicreler tarafindan da sentezlendigi
gortilmiistiir (Figlire 38, Figiire 39 ve Figiire 42). CBA deneyinde tespit edilemeyen IL-2,
hiicre ici sitokin isretlemesi ile tespit edilmis ve yalnizca CD4+T hiicrelerinin bu sitokini
irettigi gortilmiistiir (Figiire 32). rAaGroEL proteini ile inkiibe edilen hiicrelerde CD4+T
hiicreleri (Figiire 33, Figiire 35, and Figiire 37), lenfosit hiicre grubu veya lenfosit
olmayan (PMN’ler ve monositler dahil) analiz yapildiginda IL-17, TGF-f sitokinlerinde
negatif kontrollere oranla anlamli bir degisiklik saptanamamistir (Figiire 40 ve Figiire
41).

Bu sonuglardan yola ¢ikilarak AaGroEL tarafindan indiiklenen immun yanit Figiir
43’te olusturdugumuz model ile agiklanabilir. TNFa bir proenflamatuvar sitokin
oldugundan bu sitokinin varligi monositleri aktive etmektedir ve sonrasinda aktive olan
monositler naif T hiicrelerine rAaGroEL antijenini sunabilir ve T hiicrelerini aktive
edebilir (IDRISS ve NAISMITH 2000). Ayrica rAaGroEL varliginda CD4+T
hiicrelerinin IL-2 diretimi bu tip hiicrelerin aktive olduklarini, ¢ogaldiklarint ve
farklilagtiklarin1 gosterir (MOSMANN ve ark., 1986). rAaGroEL varliginda kiiltiirlerde
IL-6 sitokinin yiiksek oranda bulunmasi, IL-2 den bagimsiz olarak bu sitokinin T
hiicreleri iizerindeki kostimulator etkisi oldugundan dolay1 énemlidir. Ayrica IL-6, yine
IL-2 den bagimsiz olarak FasL downregulation ile AICD 6liimiinden CD4+T hiicrelerini
korur (AYROLDI ve ark., 1998). Dahas1 IL-6, CD4+T hiicrelerinin aktive olmasinda,
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cogalmasinda, ve enfeksiyon bdlgelerine takviyesinde oOnemli bir sitokindir. Bu
sebeplerden dolay1 IL-6 iiretiminin rAaGroEL ile tetiklenmesi bu proteinin antijenik
ozelligini de desteklemektedir. Bununla beraber IL-6 ve TNFa sitokinlerinin varlig
kronik enflamasyon ile iliskilendirilmistir (ROCHMAN ve ark., 2005; TEAGUE ve ark.,
1997; TRZONKOWSKI ve ark., 2003).

IFNy sitokinin rAaGroEL varliginda yiiksek miktarda sentezlenmesi ise bu
proteinin naif CD4+ T lenfositlerini Th1 yoniine ittiginin bir gostergesidir (MOSMANN
ve ark., 1986). Ciinkii IFNg Thl polarizasyonunu hizlandirir ve monositlerin aktive
olmasint hizlandirarak antijen sunumunu kolaylastirir. Ayn1 zamanda IL-4 sitokininin
yoklugu da bu goriisti desteklemektedir. Cilinkii IL-4, Th2 alt sinifinin degismez sitokini
olarak bilinmektedir. Ayrica IL-4, Thl olusumunu da inhibe ederken IFNg da IL-4
iiretimini inhibe eder. Yogun miktarda tiretilen IFNg nin ise IL-17 sitokinini inhibe ettigi
ve bu yiizden IL-17 saptanamadig1 diisiiniilmektedir (GAFFEN ve HAJISHENGALLIS
2008).

Diizenleyici T hiicrelerinin (Treg) IL-10 sentezlediginin kesfi ile beraber, daha
once bilinen, bu sitokinin Th2 indikatorii oldugu gercegi yikilmigtir. Bununla beraber son
yillardaki calismalarda IFNg ve IL-10 sitokinlerini ayn1 anda iireten Thl hiicrelerinin
varlig1 gosterilmektedir (O’GARRA ve VIEIRA 2007). Bizim bulgularimizda da CD4+ T
hiicreleri hem IFNg hem de IL-10 acisindan pozitif olduklarindan, literatiirdeki bu bilgi
desteklenmektedir. Ayrica IL-10 bizim bulgularimiza gére monositler tarafindan ve de B
hiicreleri tarafindan da sentezleniyor olabilir. Sonug olarak rAaGroEL proteinini takiben
IL-10 indiiklenmesi, aktive olan Th1 hiicrelerinin regiilasyonu i¢in 6nemlidir.

Ileriye Yonelik Yapilmasi Gereken Cahsmalar

Bir antijenin T hiicreleri iizerindeki etkinlerinin biitiinsel olarak ortaya konmasi
olduk¢a komplex iliskilerin algilanmasi ve ortaya c¢ikarilmasini igerdiginden proje
kapsaminda yapilmis deneylerden elde edilen veriler 1s1ginda aci§a kavusturulmasi
gereken noktalar vardir. Oncelikle, AaGroEL proteinin apoptotik aktivitesinin T hiicre
altgruplarinda spesifik olarak c¢alisilmasi ve hangi T hiicre altgruplarinin AaGroEL
antijenine bagimli olarak Oldiigiiniin arastirilmas1t ve ayrica AaGroEL proteinin
indiikledigi T hiicre apoptozunun molekiiler —mekanizmasimnin aydinlatilmasi
gerekmektedir.

Su ana kadar belirlenmis olan sitokinler 1s18inda, rAaGroEL proteininin naif
CD4+T lenfositlerini Thl alt sinifina farklilasmasi yoniinde uyardigi belirlenmistir. Bu
goriisii daha da desteklemek adina, profesyonel antijen sunan hiicrelerin (monositler ve
dendritik hiicreler) iiretmis oldugu ve naif CD4+T lenfositlerini Th1 alt sinifina iten bir
sitokin olan IL-12’ye bakilmasi gerekmektedir. Buna ilave olarak, Thl farklilasmasinda
rol oynayan transkripsiyonel faktorlerin, rAaGroEL uyarilmasi ile CD4+T
lenfositlerindeki artis miktar1 Western Blot yontemi ile tespit edilebilir. Dahas1 Th2 ve
Th17 farklilasmasi i¢in gerekli olan transkripsiyonel faktorlerin degisiminin olup
olmadigini gostererek Th1 fenotip olusu ile ilgili data desteklenebilir.
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Figiir 43: AaGroEL tarafindan indiiklenen immun yanit modeli
(? Isareti heniiz tespit edilmeyen molekiilleri gdstermektedir)
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EKLER
TABLOLAR .
Tablo-1: EE-AaGroEL Proteinin Kiitle Spektometresi Ile Dogrulanmasi

ggﬁﬂfﬁiar
FCTENCEYX Mascot Search Results

Protein View

Match to: gi|1705793 Score: 1001

60 kDa chaperonin (Protein Cpn60) (groEL protein)
Found in search of D:\Data\080523\080513-2.D\Analysis.mgf

Nominal mass (M,): 57408; Calculated pl value: 4.83
NCBI BLAST search of gi]1705793 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Links to retrieve other entries containing this sequence from NCBI
Entrez:

gi]1405314 from Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 39%

Matched peptides shown in Bold Red

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

Tablo-2: Rekombinant AaGroEL Proteinin Kiitle Spektometresi ile Dogrulanmasi

MAAKDVKFGN
KDGVSVAREI
NEGLKAVAAG
SANSDSIVGQ
SPYFINKPET
AEDVEGEALA
I SEEIGMELE
QQIEESTSDY
HATRAAVEEG
LRQIVANAGE
RSALQFAASV

MATRIEXY
SCFENCE.
Mascot Search Results Protein View

DARVKMLNGV
ELEDKFENMG
MNPMDLKRGI
L 1AQAMEKVG
ATVELDNPFI
TLVVNTMRGI
KATLEDLGQA
DKEKLQERVA
1VAGGGVALI
EASVIASAVK
AGLMITTECM

NILADAVKVT
AQMVKEVASK
DKAVNSVVAE
KEGVITVEDG
LLVDKKISNI
VKVAAVKAPG
KRIVINKDNT
KLAGGVAVIK
RAAGRVVGLQ
NGEGNFGYNA
VTELPKDDKA

LGPKGRNVVL
ANDAAGDGTT
LKNLSKPCET
TGLEDELDVV
RELLPVLEGV
FGDRRKAMLQ
TI1IDGIGDEA
VGAATEVEMK
GENEEQNVGI
GTEQYGDMIA
DLGAAGMGGM

60 kDa chaperonin (Protein Cpn60) (groEL protein)
Found in search of D:\Data\080708\080630-1.D\Analysis.mgf

Nominal mass (M,): 57408; Calculated pl value: 4.83

NCBI BLAST search of gi]1705793 against nr

Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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DKSFGAPTIT
TATVLAQAIV
SKEIEQVGTI
EGMQFDRGYL
AKAGKPLLI I
DIAILTAGTV
QIQGRVAQIR
EKKARVEDAL
KLALRAMEAP
MG ILDPTKVT
GGMGGMM


http://www.matrixscience.com/cgi/getseq.pl?NCBInr+gi%7c1705793+seq
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=714
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=search&db=protein&doptcmdl=genpept&tool=mascot&term=gi%7c1405314%5baccn%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=714
http://www.matrixscience.com/cgi/getseq.pl?NCBInr+gi%7c1705793+seq
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=714

Links to retrieve other entries containing this sequence from NCBI

Entrez:

gi 1405314 from Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 47%

Matched peptides shown in Bold Red

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

MAAKDVKFGN
KDGVSVAREI
NEGLKAVAAG
SANSDSIVGQ
SPYFINKPET
AEDVEGEALA
I SEEIGMELE
QQIEESTSDY
HATRAAVEEG
LRQIVANAGE
RSALQFAASV

DARVKMLNGV
ELEDKFENMG
MNPMDLKRGI
L TAQAMEKVG
ATVELDNPFI
TLVVNTMRGI
KATLEDLGQA
DKEKLQERVA
1VAGGGVALI
EASVIASAVK
AGLMITTECM

N1LADAVKVT
AQMVKEVASK
DKAVNSVVAE
KEGVITVEDG
LLVDKKISNI
VKVAAVKAPG
KRIVINKDNT
KLAGGVAVIK
RAAGRVVGLQ
NGEGNFGYNA
VTELPKDDKA

LGPKGRNVVL
ANDAAGDGTT
LKNLSKPCET
TGLEDELDVV
RELLPVLEGV
FGDRRKAMLQ
T1IDGIGDEA
VGAATEVEMK
GENEEQNVGI
GTEQYGDMIA
DLGAAGMGGM

DKSFGAPTIT
TATVLAQAIV
SKEIEQVGTI
EGMQFDRGYL
AKAGKPLLI I
DIAILTAGTV
QIQGRVAQIR
EKKARVEDAL
KLALRAMEAP
MGILDPTKVT
GGMGGMM

Tablo-3 : A. actinomycetemcomitans bakterisinin rekombinant AaGroEL
proteininin Sekans sonuclari

T7 Primer sekans sonucu (not:

“D28817” ilgili genin PUBMED numarasi olup

“sekans” klonlanan genin sekans sonucunu géstermektedir. Genin baz uzunlugu

1644 baz ¢ifti oldugundan dolayi 3 farkli primer ile sekans ettirilmistir.)

D28817

Sekans

D28817

Sekans

D28817

Sekans

D28817

Sekans

D28817

Sekans

D28817

Sekans

D28817

Sekans

D28817

Sekans

1

1

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

ATGGCAGCAAAAGACGTAAAATTCGGCAACGACGCACGCGTAAAAATGTTAAACGGCGTA

LR e e e e e e e e e e el
ATGGCAGCAAAAGACGTAAAATTCGGCAACGACGCACGCGTAAAAATGTTAAACGGCGTA

AATATTTTAGCCGATGCAGTAAAAGTTACTCTCGGTCCAAAAGGTCGTAACGTAGTGTTA

LR e e e e e e e e e el
AATATTTTAGCCGATGCAGTAAAAGTTACTCTCGGTCCAAAAGGTCGTAACGTAGTGTTA

GACAAATCTTTCGGTGCACCGACCATCACCAAAGACGGGGTTTCCGTGGCGCGTGAAATC

LR RN RNy
GACAAATCTTTCGGTGCACCGACCATCACCAAAGACGGGGTTTCCGTGGCGCGTGAAATC

GAATTAGAAGATAAATTTGAAAACATGGGCGCCCAAATGGTGAAAGAAGTGGCGTCCAAA

TR e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GAATTAGAAGATAAATTTGAAAACATGGGCGCCCAAATGGTGAAAGAAGTGGCGTCCAAA

GCGAACGACGCGGCAGGGGACGGTACCACAACCGCCACCGTATTGGCTCAAGCCATCGTG

EEERERE e e e e e e e e e e e e e el
GCGAACGACGCGGCAGGGGACGGTACCACAACCGCCACCGTATTGGCTCAAGCCATCGTG

AACGAAGGCTTAAAAGCCGTTGCCGCCGGTATGAACCCGATGGATTTAAAACGCGGTATC

TR E R e e e e e e e e e e e e e el
AACGAAGGCTTAAAAGCCGTTGCCGCCGGTATGAACCCGATGGATTTAAAACGCGGTATC

GACAAAGCTGTCAACTCAGTGGTTGCCGAGCTTAAAAATCTCTCCAAACCATGCGAAACC

LEEEREELRE e e e e e e e e e e e e e el
GACAAAGCTGTCAACTCAGTGGTTGCCGAGCTTAAAAATCTCTCCAAACCATGCGAAACC

TCAAAAGAAATCGAACAAGTTGGCACGATCTCTGCAAATTCCGACAGCATTGTGGGTCAA

LR e e e e e e e e e et
TCAAAAGAAATCGAACAAGTTGGCACGATCTCTGCAAATTCCGACAGCATTGTGGGTCAA

69

60

60

120

120

180

180

240

240

300

300

360

360

420

420

480

480


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=search&db=protein&doptcmdl=genpept&tool=mascot&term=gi%7c1405314%5baccn%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=714
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481

481

541

541

601

601

TTAATCGCTCAAGCCATGGAAAAAGTGGGTAAAGAAGGCGTAATTACCGTGGAAGACGGC

REERLRE e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TTAATCGCTCAAGCCATGGAAAAAGTGGGTAAAGAAGGCGTAATTACCGTGGAAGACGGC

ACCGGTTTGGAAGACGAATTGGATGTGGTTGAAGGTATGCAATTCGACCGCGGTTACCTT

LR e e e e e e e e e e e il
ACCGGTTTGGAAGACGAATTGGATGTGGTTGAAGGTATGCAATTCGACCGCGGTTACCTT

TCCCCATACTTCATCAACAAGCCTGAAACCGCCACTGTGGAACTGGACAATCCGTTTATC

EELEEEER e e e e e e e e e e e e el
TCCCCATACTTCATCAACAAGCCTGAAACCGCCACTGTGGAACTGGACAATCCGTTTATC

2 sekans sonucu:

630

41

663

72

723

132

783

192

843

252

903

312

963

372

1023

432

1083

492

1143

552

1203

612

CGCCACTGTGGAACTGGACAATCCGTTTATCCT 662

UUUUUU UL U R
CGCCACTGTGGAACTGGACAATCCGTTTATCCT 71

GTTAGTAGATAAAAAAATCTCCAACATCCGCGAATTATTGCCGGTATTAGAAGGCGTGGC

IEEELEEE e e e e e e e e e e el
GTTAGTAGATAAAAAAATCTCCAACATCCGCGAATTATTGCCGGTATTAGAAGGCGTGGC

GAAAGCCGGTAAACCATTGTTAATCATCGCCGAAGATGTGGAAGGCGAAGCTTTGGCAAC

FEEERELEE e e e e e e e e e e e e e e el
GAAAGCCGGTAAACCATTGTTAATCATCGCCGAAGATGTGGAAGGCGAAGCTTTGGCAAC

CTTGGTTGTAAACACCATGCGCGGTATCGTGAAAGTGGCCGCAGTGAAAGCGCCGGGCTT

IR e e e el
CTTGGTTGTAAACACCATGCGCGGTATCGTGAAAGTGGCCGCAGTGAAAGCGCCGGGCTT

TGGTGACCGCCGTAAAGCGATGTTACAAGATATTGCGATTTTAACCGCCGGTACGGTCAT

PEEELERE e e e e e e e e e e e e et
TGGTGACCGCCGTAAAGCGATGTTACAAGATATTGCGATTTTAACCGCCGGTACGGTCAT

TTCCGAAGAAATCGGTATGGAATTGGAAAAAGCCACACTTGAAGATTTAGGTCAGGCAAA

R e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TTCCGAAGAAATCGGTATGGAATTGGAAAAAGCCACACTTGAAGATTTAGGTCAGGCAAA

ACGTATTGTTATCAACAAAGATAACACCACCATCATCGACGGTATCGGCGATGAAGCACA

FELEEERE R e e e e e e e e e e
ACGTATTGTTATCAACAAAGATAACACCACCATCATCGACGGTATCGGCGATGAAGCACA

AATCCAAGGTCGTGTAGCGCAAATTCGTCAACAAATTGAAGAGTCCACTTCCGACTACGA

LR et e e e e e e e e e e el
AATCCAAGGTCGTGTAGCGCAAATTCGTCAACAAATTGAAGAGTCCACTTCCGACTACGA

CAAAGAGAAATTACAAGAACGCGTGGCGAAATTGGCCGGCGGTGTTGCGGTGATTAAAGT

EEEEREEEEE e e e e e e e e e e e el
CAAAGAGAAATTACAAGAACGCGTGGCGAAATTGGCCGGCGGTGTTGCGGTGATTAAAGT

GGGCGCGGCAACCGAAGTGGAAATGAAAGAGAAAAAAGCGCGCGTTGAAGACGCCTTACA

R e e e e e e e e e e e e el
GGGCGCGGCAACCGAAGTGGAAATGAAAGAGAAAAAAGCGCGCGTTGAAGACGCCTTACA

CGCGACCCGAGCGGCGGTAGAAGAAGGCATCGTTGCCGGTGGTGGCGTGGCGTTAATTCG

LR N RN nanniyy
CGCGACCCGAGCGGCGGTAGAAGAAGGCATCGTTGCCGGTGGTGGCGTGGCGTTAATTCG

70

540

540

600

600

660

660

722

131

782

191

842

251

902

311

962

371

1022

431

1082

491

1142

551

1202

611

1262

671
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917

810

977

750

1037

690

1097

630

1157

570

1217

510

1277

450

1337

390

1397

330

1457

270

1517

210

1577

150

1637

90

GTATGGAATTGGAAAAAGCCACACTTGAAGATTTAGGTCAGGCAAAACGTATTGTTATCA

IR e e e e e e e el
GTATGGAATTGGAAAAAGCCACACTTGAAGATTTAGGTCAGGCAAAACGTATTGTTATCA

ACAAAGATAACACCACCATCATCGACGGTATCGGCGATGAAGCACAAATCCAAGGTCGTG

FEEEELE R e e e e e e e e e e e el
ACAAAGATAACACCACCATCATCGACGGTATCGGCGATGAAGCACAAATCCAAGGTCGTG

TAGCGCAAATTCGTCAACAAATTGAAGAGTCCACTTCCGACTACGACAAAGAGAAATTAC

RN RNy
TAGCGCAAATTCGTCAACAAATTGAAGAGTCCACTTCCGACTACGACAAAGAGAAATTAC

AAGAACGCGTGGCGAAATTGGCCGGCGGTGTTGCGGTGATTAAAGTGGGCGCGGCAACCG

EEERLRE R et e e e i e e e e e e el
AAGAACGCGTGGCGAAATTGGCCGGCGGTGTTGCGGTGATTAAAGTGGGCGCGGCAACCG

AAGTGGAAATGAAAGAGAAAAAAGCGCGCGTTGAAGACGCCTTACACGCGACCCGAGCGG

TEEELREE e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AAGTGGAAATGAAAGAGAAAAAAGCGCGCGTTGAAGACGCCTTACACGCGACCCGAGCGG

CGGTAGAAGAAGGCATCGTTGCCGGTGGTGGCGTGGCGTTAATTCGTGCAGCCGGCAGAG

IR e e e e e e e e e el
CGGTAGAAGAAGGCATCGTTGCCGGTGGTGGCGTGGCGTTAATTCGTGCAGCCGGCAGAG

TAGTCGGCTTACAAGGCGAGAACGAAGAGCAAAATGTGGGTATCAAGCTTGCCCTTCGTG

CELEREEER e e e e e e e e e e el
TAGTCGGCTTACAAGGCGAGAACGAAGAGCAAAATGTGGGTATCAAGCTTGCCCTTCGTG

CTATGGAAGCACCGTTGCGTCAAATCGTGGCAAATGCCGGTGAAGAAGCTTCCGTGATCG

RN NN NNy
CTATGGAAGCACCGTTGCGTCAAATCGTGGCAAATGCCGGTGAAGAAGCTTCCGTGATCG

CCAGCGCAGTGAAGAACGGTGAAGGCAATTTCGGTTATAACGCAGGCACTGAACAGTACG

IEELEE e e e e e e e e e e el
CCAGCGCAGTGAAGAACGGTGAAGGCAATTTCGGTTATAACGCAGGCACTGAACAGTACG

GCGACATGATCGCTATGGGTATTTTGGATCCGACGAAAGTCACCCGTTCCGCATTACAAT

PELEREREE R e e e e e e e e e e el
GCGACATGATCGCTATGGGTATTTTGGATCCGACGAAAGTCACCCGTTCCGCATTACAAT

TTGCGGCGTCTGTTGCCGGTTTAATGATCACTACCGAATGTATGGTCACCGAGTTACCGA

IR e e e e e e e e e el
TTGCGGCGTCTGTTGCCGGTTTAATGATCACTACCGAATGTATGGTCACCGAGTTACCGA

AAGACGACAAAGCTGACCTCGGCGCTGCCGGAATGGGCGGTATGGGAGGCATGGGCGGGA

ELEREREE R e e e e e el
AAGACGACAAAGCTGACCTCGGCGCTGCCGGAATGGGCGGTATGGGAGGCATGGGCGGGA

TGATGTAA 1644

I
TGATGTAA 83
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1096

631

1156
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1216
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1276

451

1336
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1456
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1516
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TUBITAK
PROJE OZET BiLGi FORMU

Proje No: 106T417

Proje Bashgi: Proteomik Yaklasim: Bakteriyel Is1 Soku Proteini GroEL’e Cevaben T Lenfosit Sitokin

Profillerinin Cikarilmasi

Proje Yiiriitiiciisii ve Arastirmacilar: Ayten NALBANT

Projenin Yiiriitiildiigii Kurulus ve Adresi:

Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii —Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Giilbahce
Kampiisii  Urla/IZMIR, 35430

Destekleyen Kurulus(larin) Adi ve Adresi: TUBITAK TBAG

Projenin Baslangi¢ ve Bitis Tarihleri: 1 Ocak 2007-1 Ocak 2009

Oz (en ¢ok 70 kelime)

A. actinomycetemcomitans-GroEL proteininin T hiicreleri tizerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir.
Arastirmalarimiz AaGroEL proteininin; T hiicreleri izerinde antijenik etkisinin oldugu, CD4+T hiicrelerini
hedef olarak sectigi, CD4+T hiicrelerinin CD25 ve CD69 aktivasyon markdrlerini ekspres ettiklerini, sitokin
profillerine gére CD4+T hiicrelerinin Th1 fenotipine polarize olduklarini géstermektedir. Ayrica, AaGroEL
proteininin T hiicreleri {izerinde sitotoksik etkisinin apoptoz araciligi ile olustugu ve bu apoptotik etkinin
aktivasyonu takiben secici olarak belirli T hiicre altgruplarinda olabilecegini goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobial 1s1 soku proteinleri, GroEL, A.actinomycetemcomitans, 1s1 soku proteini
60, T Lenfositleri, Sitokinler, immiin yanit, immiin diizenleme, kronik enflamasyon, ¢oklu boncuk testleri,
akim sitometrisi, proteomik

Projeden Yapilan Yayinlar:
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