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ONSOZ

S.aureus ciddi sonucglar dogurabilecek hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlara
neden olan dnemli bir patojen mikroorganizmadir. ilk kesfedilen antibiyotik olan
penisilinden, son kesfedilen antibiyotik olan linezolide kadar bir¢ok antimikrobiyale
kars1 direng gelistirme potansiyeli mevcuttur. Bilinen biitiin antibiyotiklere direngli
suglarin ortaya ¢ikmasi arastiricilar1 tekrardan faj tedavisine ve fajlarin zengin
diinyasina yonlendirmistir. Bu tezde yeni lizojenik bir bakteriyofaj tanimlanmis, gen
ve protein haritas1 ortaya konmustur. Bdylece fajlara ait genomik veri bankasina
katkida bulunuldugu gibi genetik rekombinasyonlar yapilarak tedavi amaciyla
kullanilabilecek yeni fajlarin olusturulmasmi saglayacak lizojenik bir faj ortaya
konmustur.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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ml: Mililitre

MRSA: Metisiline direngli Staphylococcus aureus
nm: Nanometre

PBP: Penisilin baglayan protein
PBP2a: Penisilin baglayan protein 2a
pBSK: pBlueScriptSK

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
PEG: Polietilen glikol

PVL: Panton valentin 10kosidini
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RFLP: Restriction Fragment Length Polimorfism
RNA: Riboniikleik asit

rpm: Rounds per minute

sak: Stafilokinaz

SaPls: Staphylococcus aureus Patojenite Adaciklari
SCC: Stafilokokal kaset kromozomu

SDS: Sodyum dodesil siilfat

SiO2: Silisyum dioksit

Spa: Staphylococcal protein a

ssDNA: Tek iplikli deoksiriboniikleik asit
sSRNA: Tek iplikli riboniikleik asit

TAE: Tris asetik asit etilendiamin tetra asetik asit
TSST-1: Toksik sok sendromu toksini 1

UV: Ultraviyole

VRSA: Vankomisine direngli Staphylococcus aureus
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1.GIRIS

Staphylococcus aureus hastane veya toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olabilen
ve oldukca ciddi sonuglar dogurabilen 6nemli bir patojen mikroorganizmadir
(Franklin ve Lowy, 1998). Hastane kokenli S. aureus kan dolasimi, cilt, yumusak
doku ve alt solunum yolu kaynakli enfeksiyonlara neden olabilecegi gibi santral
vendz kateter aracili bakteriyemi, ventilator iligkili pndmoni, endokardit ve
osteomiyelit etkeni olabilir. Ayrica besin zehirlenmelerine, stafilokokal haslanmis
deri sendromuna, toksik sok sendromuna yol agabilmektedir. Hospitalize hastalarda
enfeksiyon baskilanmis bagisiklik sistemine bagl olarak kateter ve enjeksiyon gibi
invaziv islemler sonucunda gelismektedir. S.aureus antimikrobiyal ilaglara direng
gelistirebilme  potansiyeli yliksek olan bir mikroorganizmadir. En eski
antibiyotiklerden olan penisilinden, en yeni antibiyotiklerden olan linezolide kadar
kazanilmig direnci mevcuttur (Tsiotras ve ark., 2001; Pillai ve ark., 2002). Coklu ilag
direngli S.aureus stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiik zorluklar

yasanmasina neden olmaktadir.

Metisilin 1960 yilinda kesfedilmistir ve bundan sadece bir y1l sonra Metisilin direngli
S.aureus (MRSA) salgmlar yapmaya baslamis, hem hastanelerde hem toplumda hizla
yayilmistir (Barber, 1961). Yapilan bir arastirmaya gore Amerika Birlesik
Devletleri’'nde yogun bakim iinitelerindeki MRSA prevalanst %60’lara ulasmistir
(NNIS report, 2004) ve bunlarm 90.000 tanesi MRSA’ya bagl invaziv

enfeksiyonlardir.

Metisilin direncinden mecA ve daha nadiren mecC geni tarafindan kodlanan
Penisilin Baglayan Protein 2a (PBP2a) sorumludur. Bu genin varliginda bakteriler
metisilin ve diger beta laktam antibiyotiklerin varhiginda treyebilir. MecA geni
stafilokokal kaset kromozomu (SCC) iizerinde yer alan mobil bir genetik elemandir.
Glinlimiize kadar 11 tane farkli SCCmec tanimlanmistir (Oliveira ve ark., 2001).
MRSA yayilim stafilokokal kaset kromozomu {izerinde yer alan mecA genlerinin

horizontal transferi yoluyla gerceklesmektedir.



MRSA’lar tedavilerinde kullanillan vankomisine diren¢ kazanmaya baglamistir.
Vankomisin diren¢li S. aureus (VRSA) kaynakli ilk hastane enfeksiyonu transfer
edilebilen VanA genine bagli olarak 2002 yilinda Amerika’da goriilmistiir (Weigwl
ve ark., 2003). Bundan sonra VRSA’nm etken oldugu klinik enfeksiyonlar bir¢ok
iilkede yaygin olarak goriilmeye baslanmistir (Palazzo ve ark., 2005; Tiwori ve San,

2006).

Mevcut olan biitiin antimikrobiyallere direncli S.aureus suslarinin ortaya ¢ikmasi
buna karsin yeni antibiyotik gelistirilememesi aragtirmacilari antibiyotiklerin kesfi ile

popiilerligini kaybetmis olan faj tedavisine yonlendirmistir (Hsiesh ve ark., 2011).

Bu amagla 1950 yillarina kadar kullanilan fajlar temel olarak bakterinin direkt olarak
Olmesini saglayan litik 6zelligi olan fajlardir. Bu terapi yonteminin bakterilerin ani
Olimiine baglh olarak endotoksik sok gibi istenmeyen etkileri oldugu bilinmektedir.
Rekombinant teknolojinin gelisimi bakteri 6liimiinii kontrollii olarak saglayabilecek
gen materyalleri bulunduran lizojenik rekombinant fajlarin olusturulmas: fikrini
ortaya ¢ikarmistir. Bunun i¢in maniiplasyonu kolay kii¢iik boylarda fajlara ihtiyag

duyulmaktadir.

Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda Sahin ve
ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada MRSA suslarindan elde edilen fajlara
Restriction Fragment Length Polimorfism (RFLP) yapilmistir. Sonuglar
incelendiginde bir MRSA susunda diger fajlardan ¢ok daha kiigiik boyutta lizojenik
bir bakteriyofaj tesbit edilmis ve MRSA ¢ sml (small) olarak adlandirilmistir.
RFLP’ye ait jelin goriintiisti sekil 1.1°de verilmistir.

Bu ¢alismada MRSA ¢ sml lizojenik bakteriyofajinin genom haritasmin ¢ikarilmas,
fajlara iliskin bilgi bankasina katkida bulunulmasi ve genom haritas1 kullanilarak faj
tedavisinde kullanilabilecek lizojenik rekombinant fajlarin olusturulma potansiyelini

arastirmak amaciyla elde dilen fajin tanimlanmasi amaglanmaistir.
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Sekil 1.1. MRSA suslarindan elde edilen 43 lizojenik fajin RFLP paterni
1.1000 bp marker, 2.MRSA ¢ sml lizojenik bakteriyofajinin Hinf Il ile kesilmis
RFLP paterni, 3-43.Diger MRSA suslarindan elde edilen lizojenik fajlarin Hinf 111

ile kesilmis RFLP paterni-Djursun Karasartova 1055427 nolu tezinden alinmustir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1.Stafilokoklar Hakinda Genel Bilgiler

Stafilokoklar morfolojik olarak iiziim salkimina benzeyen gram pozitif
mikroorganizmalardir. Ancak klinik 6rneklerdeki mikroorganizmalar tekli, ikili veya
kisa zincirler halinde bulunabilirler. Fakiiltatif anaerop mikroorganizmalardir, 18-
40°C araligimda ve %10’luk NaCl varhginda iireyebilirler. Dezenfektanlara ve

antimikrobiyal ilaglara kars1 direnglidirler (Topgu ve ark., 2017).

Stafilokok cinsi i¢inde 49 adet tir, 27 alt tiir bulunmaktadir. Bu bakteriler cilt ve
miik6z membranlarin florasinda bulunurlar. S.aureus burun boslugunda, S.capitis
sebase bezlerin bol bulundugu yerlerde (alin bolgesi gibi), S.haemolyticus ve
S.hominis koltuk alt1 gibi apokrin glandlarin oldugu alanlarda bulunmaktadir.
Stafilokoklarin neden oldugu hastaliklar basit enfeksiyonlardan hayati tehdit eden
enfeksiyonlara kadar uzanan genis bir yelpazede seyretmektedir. Cilt, yamusak doku,
iiriner sistem veya kemik tutulumu yapabilirler. Insanlarda en sik enfeksiyona neden
olan  tiirler;  S.aureus,  S.epidermidis,  S.haemolyticus,  S.lugdunensis,
S.saprophyticus’tur. Bunlardan en viriilan olan1 ve en iyi bilineni S.aureus’tur.
Ozellikle MRSA’lar hem hastane hem de toplum kaynakli ciddi seyirli

enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (Murray ve ark.,2016).

S.aureus kolonileri altin saris1 renginde karetonoid pigment olusturan
mikroorganizmalardir ve tiir adi buradan gelmektedir. Ayni zamanda koagiilaz
enzimi Ureten tiirler arasinda ilk siradadir ve bu enzimin tayini tanisal amach
kullanilmaktadir. Tek koloni S.aureus plazma icerisinde ¢oziindiigli zaman, koagiilaz
enzimi bir serum faktoriine baglanir ve bu kompleks tarafindan fibrinojen fibrine
doniistiiriiliir. Bu islem sonucunda piht1 olusumu goriilmektedir. Diger birgok tiir
koagiilaz enzimi iiretmez ve Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) olarak
tanimlanirlar. Bu ayrimi yapmak oldukca kullanighdir. Ciinkii KNS’ler daha az
viriilandir ve genellikle firsat¢1 enfeksiyonlara neden olurlar (Murray ve ark., 2016;
Tille PM, 2014 ve Topgu Ve ark., 2017).



2.2.Stafilokoklarin Yapisal Ozellikleri

2.2.1 Kapsiil ve Slime Tabakasi

Cogu stafilokokun hiicre duvar yapisinin disinda bir polisakkarit kapsiil bulunur.
S.aureus’un 11 adet kapsiiler serotipi bulunmaktadir. Serotip 1 ve 2’nin ¢ok kalin
kapsiilleri bulunmaktadir, mukoid koloni olusumuna neden olurlar ve nadiren
insanlarda enfeksiyon etkeni olarak goriiliirler. Serotip 5 ve 8 insanlarda hastaliga
neden olan baslica tiirlerdir. Kapsiil polimorfoniikleer 16kositlerin fagositozunu
onleyerek virlilansa katkida bulunmaktadir. Proteinlerden, kiiciik peptitlerden ve
monosakkaritlerden olusan ve suda ¢oOziinebilir Ozellikteki biyofilm yapisi
stafilokoklarda bulunmaktadir. Bu yap1 bakterinin kateterlere, santlara, protezlere
tutunmasi kolaylastirmakta; 6zellikle KNS’lerin etken olarak goriildiigii firsat¢i

enfeksiyonlara zemin hazirlamaktadir (Murray ve ark., 2016; Tille PM, 2014).

2.2.2.Peptidoglikan Yap: ve iliskili Enzimler

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar yapist olduk¢a Onemlidir, ¢iinkii bir¢ok
antibiyotigin hedefi hiicre duvar yapisinda yer almaktadir. Hiicre duvar agirhiginin
yarisini peptidoglikanlar olusturmaktadir. Peptidoglikan tabaka N-asetil muramik asit
ve N-asetil glikozaminden meydana gelen bir glikan zincirinden olusmustur. N-asetil
muramik asitlere peptid kopriileriyle baglanan oligopeptid yan zincirler vardir. Gram
pozitiflerin hiicre duvar1 ¢cok sayida ¢apraz bag iceren rijid yapidadir ve gram negatif
bakterilerin hiicre duvarindan ¢ok daha kalin bir yapiya sahiptir. Hiicre duvar
yapisinin sentezinden sorumlu olan enzimlere penisilin baglayan proteinler (PBP)
denmektedir. Ciinkii bu enzimler penisilin ve diger beta laktam antibiyotiklerin
hedefidir (Murray ve ark., 2016).

S.aureus hiicre duvarmda bulunan peptidoglikan, endotoksin benzeri 0Ozellik
gostermektedir. Monositlerden IL-1 salinimini, kompleman aktivasyonunu, opsonik

antikorlarin iiretimim indiiklemektedir. Makrofajlardaki toll-like reseptorlerle



etkilesime girerek fagositik hiicrelerden proinflamatuar sitokinlerin salinimini

uyarmaktadir (Topgu ve ark., 2017).

2.2.3.Teikoik Asit ve Lipoteikoik Asit

Teikoik asit hiicre duvarinin diger 6nemli bilesenidir. Teikoik asit tiire spesifik olup,
peptidoglikan tabaka veya sitoplazmik membrandaki lipitlere baglanan fosfat
polimerlerinden olusur. Teikoik asitler zayif immiinojen olmalarina ragmen,
peptidoglikana baglandiklarida spesifik bir antikor cevabi olustururlar. Teikoik asite
kars1 antikor olusumu S.aureus enfeksiyonlari i¢in 6nceki zamanlarda tanisal olarak
kullanilmis olmasina karsilik, son zamanlarda duyarliligi diisiik oldugu igin terk
edilmistir (Murray ve ark., 2016).

Mukozal hiicrelere yapisma ve kompleman aktivasyonunda rol oynamaktadir (Topgu

ve ark., 2017)

2.2.4.Yiizey Adezyon Proteinleri

Fibronektin, fibrinojen, elastin, kollojen gibi matriks proteinlerine tutunan adezyon
proteinlerine sahiptir. Stafilokokal protein A (Spa) IgGl, G2 ve G4’in Fc
reseptOrlerine tutunmaktadir. Fibronektin binding protein A adindan da anlasilacagi
iizere fibronektine baglanmakla birlikte, S.aureus yiizey protein A’nin roli

bilinmemektedir (Murray ve ark., 2016).
2.2.5.Sitoplazmik Membran
Sitoplazmik membran protein, yag ve karbonhidratlardan olugsan ve hiicre i¢in

osmotik bir bariyer olarak rol alan bir yapidir. Ayn1 zamandan bakterinin biyosentez

ve solunumla ilgili enzimlerini bulundurmaktadir (Murray ve ark., 2016).



2.3.Patogenez ve Immiinite

2.3.1.Stafilokokal Toksinler

S. aureus bes tane 6nemli sitolitik veya membran hasarina yol agan toksin [alfa, beta,
gama, delta ve Panton Valentin 16kosidini (PVL)], iki tane eksfolyatif toksin (ETA
ve ETB), sayisiz enterotoksin (A’dan E’ye kadar, G’den X’e kadar toksinler) ve
toksik sok sendromu toksini 1 (TSST-1) i¢cermektedir. Sitolitik toksinler hemolizin
olarak bilinmektedir. Bu yanlis bir tamimlamadir. Ciinkii PVL eritrositleri
parcalayamamaktadir. Alfa, beta, gama ve delta toksinlerin ise tek islevi eritrositlerin

pargalanmasi degildir (Murray ve ark.,2016).

Sitotoksinler notrofilleri  pargalayarak iclerindeki lizozomal enzimleri agiga
c¢ikarabilirler. PVL nekrotizan cilt ve akciger enfeksiyonlaria neden olabilmektedir.
ETA, enterotoksinler ve TSST-1 siiperantijen niteligindeki toksinlerdir (Murray ve
ark.,2016).

2.3.1.1.Sitolitik toksinler

Alfa toksin hem kromozom hem de plazmid {izerinde kodlanabilen 33.000 Da
biiyiikliglinde bir peptid yapidir. Eritrosit, 16kosit, hepatosit ve trombositlerde
parcalanmaya neden olurken, kan damarlarindaki diiz kas hiicrelerine de zarar

vermektedir (Murray ve ark., 2016).

Beta toksin diger adiyla sfingomiyelinaz C, 35.000 Da biiyiikliigiinde 1s1 degisken bir
peptittir. Eritrosit, fibroblast, 16kosit ve makrofajlar {izerinde toksik etki gosterir.
Duyarli hiicrelerdeki membran fosfolipitlerine etki eder ve hiicre tiirlerine bagh
degisken etki gostermektedir. Ozellikle diisiik sicakliklarda etki gdstermesi sebebiyle
diger hemolizinlere gore etkinligi daha azdir (Murray ve ark., 2016).

Delta toksin tiim S.aureus tiirleri tarafindan iiretilebilen, 30.000 Da biiyiikligiinde bir

polipeptittir. Etkinligi genistir; eritrositleri, birgok memeli hiicresini ve hiicre igi



komponentleri lize edebilmektedir(Murray ve ark.,2016).

Gamma toksin ve PVL iki komponent iceren toksinlerdir. Her iki toksin de ndtrofil
ve makrofajlar1 pargalayabilir. Ancak PVL hemolitik 6zellik gostermez (Werthein ve
ark., 2005). PVL toplum kaynakli nekrotizan akciger enfeksiyonlarina ve bulasici cilt

enfeksiyonlarma neden olmaktadir (Labandeira-Rey ve ark., 2007).

2.3.1.2.Eksfolyatif toksinler

Stafilokokal haslanmis deri sendromu eksfolyatif toksin tarafindan olusturulan bir
eksfolyatif dermatit sendromudur. ETA ve ETB olmak tizere iki tane toksin vardir.
S.aureus tiirlerinin %S5’inden azi1 eksfolyatif toksin olusturmaktadir. ETA faj
tarafindan olusturulan 1s1 kararl bir toksin iken, ETB plazmid tarafindan kodlanan 1s1
degisken bir toksindir. Bu toksinler derinin stratum granulosum tabakasindaki
desmosomlarda yer alan desmoglein 1’1 parcalayan serin proteazlardir. Stafilokokal
haglanmis deri sendromu genellikle kiiciik ¢ocuklar ve geng eriskinlerde goriiliir

(Murray ve ark.,2016; Topgu ve ark., 2017).

2.3.1.3.Enterotoksin

Cok sayida stafilokokal enterotoksin bulunmaktadir. Enterotoksin A besin
zehirlenmelerinden sorumlu iken, enterotoksin C ve D kontamine siitlerde bulunur,
enterotoksin B yenidoganlarda ps6ddmembrandz enterokolit gelisimine neden
olmaktadir. 100°C’ye otuz dakika dayanabilen, gastrik ve jejunal enzimlerin
hidrolizine direngli toksinlerdir. S.aureus’larin %30-50’si tarafindan olusturulurlar ve

stiperantijen niteliginde toksinlerdir (Murray ve ark.,2016).
2.3.1.4. TSST-1
TSST-1 1s1ya ve proteolize direngli, 22.000 Da biiyiikliiglinde kromozom tarafindan

kodlanan, siiperantijen niteliginde bir toksindir. Siklikla menstriiasyonla ilgili toksik

sok sendromuna neden olmaktadir. Vagina veya yara yerlerindeki mukozal



bariyerlere penetre olmakta ve bu nedenle siirli bir alanda kalmasma ragmen
hipovolemik sok veya coklu organ yetmezligi gibi sistemik etkilere yol agmaktadir,
ayni hastalik Streptococcus pyogenes tarafindan da olusturulabilmektedir (Murray ve
ark.,2016).

2.3.1.5.Stafilokokal Enzimler

Stafilokoklarda bagl ve serbest olmak iizere iKi tane koagiilaz enzimi vardir. Hiicre
duvarinda bulunan bagli koagiilaz enzimi dogrudan fibrinojeni fibrine doniistiiriip
pthtt olusumuna yol acar. Bagli koagiilaz enzimini saptamak amaciyla lamda
koagiilaz testi yapilmaktadir. Serbest koagiilaz enzimi hiicre i¢cinde bir coagulase
reacting factor (CRF)’e baglanarak stafilotrombin olusturur. Olusan bu yap1 da
fibrinojeni fibrine doniistiiriir ve piht1 olusumu meydana gelir. Serbest koagiilaz
enzimini saptamak amaciyla tiipte koagiilaz testine basvurulmaktadir. Koagiilaz
enzimi sayesinde stafilokok abselerinin etrafinda olusan fibrin, bakterinin
fagositozdan korunmasina yardimci olmaktadir. S.lugdunensis ve S. schleiferi lamda
koagiilaz testi pozitif olan mikroorganizmalardir. S.aureus’tan ayirt edebilmek i¢in

tiipte koagiilaz testine bagvurulmalidir (Murray ve ark.,2016; Topgu ve ark., 2017).

Stafilokoklar daha birgok enzim iiretmektedir. Bunlardan bazilari hiyaliironidaz,

lipaz, niikleaz ve fibrinolizindir (Murray ve ark., 2016).

2.4.Epidemiyoloji

Stafilokoklar dogada olduk¢a yaygin olarak bulunmaktadir. Viicudun nemli katlanti
bolgelerinde S.aureus gecici olarak kolonize olmaktadir. Gobekte, ciltte ve
neonatallerin perianal bolgesinde S.aureus kolonizasyonu goriilmektedir. Normal
saglikli yetiskinlerin %15’inde S.aureus ile nazofarenks kolonizasyonu vardir. Bu
oran hastanede yatanlarda, saglik personelinde, ekzematdz cilt lezyonlar1 olanlarda,

tekrarlayan intravenoz girisim yapilanlarda daha fazladir (Murray ve ark.,2016).



Ozellikle burun delikleri S.aureus kolonizasyonunun yaygm olarak goriildiigii
yerlerdir. Kisilerin %?20-30’unda S.aureus ile devamli kolonizasyon varken,
%30 unda gecici kolonizasyon goriilmektedir (Murray ve ark.,2016). Kolonizasyon
immiin sistem baskilandig1 anda enfeksiyon gelisimine yol acabilen potansiyel bir
kaynak olarak rol oynamaktadrr (Kluytmans ve ark.,, 1997). Stafilokokal
enfeksiyonlara neden olan izolatlarin siklikla hastalarin floralarinda kommensal

olarak bulunan suslar oldugu gosterilmistir (Tille PM, 2014).

Stafilokoklar dezenfektanlara, yliksek sicakliklara, antiseptik maddelere duyarl iken,
kuruluga kars1 oldukga direncglidir. Duyarlh kisiye dogrudan temasla bulasabilecegi

gibi kontamine malzemeler araciligiyla da bulas olabilir (Murray ve ark.,2016).

1980’lerden itibaren hastanede yatan kigilerde MRSA enfeksiyonlar1 yayilmaya
baslamis ve bu durum tedaviyi tamamen degistirmistir. Onceleri MRSA’ya bagli
toplum kaynakli enfeksiyonlar ¢ok fazla goriilmiiyorken, 2003 yilindan itibaren
toplum kaynakli akciger ve cilt enfeksiyon etkenleri arasinda saptanmaya
baslanmistir. Giiniimiizde toplum kaynakli suslarla hastane enfeksiyonlar1
goriilebilmekte ve bu durum hastane kontrol politikalarini giiglestirmektedir (Murray
ve ark.,2016).

2.5.Bakteriyofajlar

Viriisler 151k mikroskopu altinda goriilemeyen ve ince porselen filtrelerden dahi
gegebilen oldukga kiiclik mikroorganizmalardir. Hayvanlari, bitkileri, bocekleri ve
bakterileri enfekte edebilme kapasitesine sahiptirler. Sadece deoksiriboniikleik asit
(DNA) veya ribontikleik asit (RNA)’ten olusan genomik yapilari, kapsit ad1 verilen
stabil bir protein Ortii ile kaplanmaktadir. Baz1 viriislerde ilave olarak karbonhidrat,
lipit ve ilave proteinlerden olusan yapilar da bulunmaktadir. Sadece kapsit ile ¢evrili
olanlara “zarfs1z” veya “ciplak” virlis denmektedir. Protein kapsitin etrafinda konak
hiicre membranindan ayrilirken kazanilan lipit yapida zarf olan viriislere ise

“zarflr”virtisler ad1 verilmektedir (Kurtboke, 2012).
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Her viriis canli organizmalardaki konak hiicre ad1 verilen belli hiicre tiplerini enfekte
etme Ozelligine sahiptir. Bircok hastaligin nedeni viriislerin neden oldugu hiicre
parcalanmasidir. Yeteri kadar hiicre oldigiinde kisilerde semptomlar meydana
gelmeye baslamaktadir. Ancak konak hiicre savunma mekanizmalarina ragmen
cogalmaya devam eden viriis latent enfeksiyon seklinde seyredebilecegi gibi kronik
enfeksiyon seklinde olabilir. Latent enfeksiyona neden olan virtisler (Herpesviridae
gibi) hiicre i¢cinde latent olarak kalirlar ve hastanin immiin sistemi baskilandig:

zaman reaktive olarak ataklara sebep olurlar (Shors ve ark., 2008).

Viriislerin hiicre disinda ve hiicre i¢inde olmak {izere iki adet yasam fazi vardir.
Hiicre disinda bulunan zor kosullara uzun siire dayanabilen duragan formalarina
“virion” ad1 verilmektedir. Replikasyon ve protein sentezi i¢in gerekli enzimlerden
yoksun olduklar1 i¢in hiicre disinda tek baslarma ¢ogalamazlar. Hiicre yiizeylerinde
kendileri i¢in spesifik reseptorleri bulunduran konak hiicreleri enfekte edebilirler. Bu
reseptorler biyokimyasal ve metabolik yolaklarda goérevli ylizey molekiilleridir.
Baglanma gergeklestikten sonra virlisiin hiicre igine girmesi ikinci asamay1
olusturmaktadir. Hem =zarfli hem zarfsiz viriisler endositoz mekanizmalarini
kullanarak hiicre icine girerler (Lopez ve Arias, 2010). Sonrasinda endositik
vakuoller replikasyonun gergeklesebilecegi en ideal yer olan perintikleer bolgeye go¢

ederler ve viral partikiilii replikasyonun gergeklesecegi yerde birakirlar (Kurtboke,
2012).

Viriislerin morfolojik olarak goriilebilmesi ancak elektron mikroskopunun kesfinden
sonra miimkiin olmustur. Ik calismalar viriislerin biiyiiklik ve sekle gore
smiflandirilabilecegini sdylemistir. En kiiclik viriisler 20 nm boyutlarimdayken, en

biiyiik viriisler 500 nm civarindadir (Kurtboke, 2012).

Bakterileri enfekte eden ve bakteri kaynaklarmi kullanan viriislere “bakteri yiyen”
anlamma gelen bakteriyofaj adi verilmistir. Bakteriyofajlar, canli konaklar1 olan
bakteriler gibi dogada oldukca yaygin olarak bulunurlar ve aslinda yiyecekler ile
diizenli olarak tiiketilmektedir. Bunun bir sonucu olarak yeryiiziinde en sik bulunan

canli grubunu olusturmaktadirlar. Diinyada 10%* bakteriyofaj oldugu tahmin
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edilmektedir (Wommack ve Collwell, 2000). Yapilan aragtirmalara gore deniz
suyunun her ml’sinde yaklasik 10 milyon viriis oldugu goriilmistiir (Breitbart, 2012).
Ayni sekilde orman topraklarmin her graminda 108-10° faj oldugu saptanmustir
(Williamson ve ark., 2003). Bakteriyofajlara hemen hemen her ekosistemde
rastlanabilmektedir. Sahra Colii gibi ¢ok sicak iklimlerde bulunabildigi gibi, kutup
icleri gibi ¢ok soguk iklimlerde de bulunabilmektedir (Breitbart ve ark., 2004).

Fajlar; konak oOzgiilliigii, faj morfolojisi, serolojisi, fiziksel ve kimyasal ajanlara
duyarhilik ve fajm bulundugu c¢evre kosullar1 gibi bircok smiflamaya tabi
tutulabilmektedir (Abeles ve ark., 1984). Biitiin bakteri tiirlerinin (Cyanobacteria,
Archeobacteria ve Mycoplasma da dahil olmak {izere) fajlara duyarli olduklari
bilinmektedir. Bakteri genomlarina sekans analizi yapilmasi sonucunda
bakteriyofajlarin bakteri genomunun ¢esitliliginde ve patogenezinde oldukca onemli
roller oynadiklar1 goriilmiistiir. Su ana kadar izole edilen ve sekans analizi yapilarak
genom haritas1 ortaya konan fajlarin faj popiilasyonunun oldukc¢a kii¢iik bir kismi

oldugu gosterilmistir (Kurtboke, 2012).

Bakteriyofajlar litik (viriilan) ve lizojenik (temperate) olmak tizere ikiye ayrilirlar
(Sulakvelidze ve ark.,2001b). Litik fajlar kendine 6zel bakteri konagmni enfekte eder,
uygun replikasyon basamaklar1 gergeklestikten sonra konak¢inin 6liimiine neden olur
ve komsu konaklar1 enfekte etmek iizere progeni fajlar ortama yayilir. Temperate
fajlar ise ya litik fajlar gibi hiicrenin parcalanmasi sonucu serbest kalir ya da konak
hiicre genomuna entegre olarak uygun bir uyar1 gelene kadar orada kalir. Bu durum
bakteriyel genlerin farkli bakteri konaklar1 arasinda horizontal olarak transferine
olanak saglamaktadir. Litik ve lizojenik fajlarin yasam dongiisii Sekil 2.1°de

verilmistir.
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A- Litik B-Lizojenik

Sekil 2.1:Litik ve lizojenik fajlarin yasam siklusu-Sulakvelidze ve ark.,2001b’den
alinmustir.

A)Litik fajin yasam dogiisii: 1-Tutunma 2-Faj DNA’sinin hiicre igine girmesi
3-Hiicrede replikasyon ve protein sentezinin engellenmesi 4-Viral genomun
replikasyonu ve kapsit olusumu 5-Konakg1 lizisi sonucu progeni viriislerin etrafa
sagilmasi

B)Lizojenik fajin yasam dongiisii: a-Dongii ayni litik fajda oldugu gibidir. b-Faj
genomu konak hiicre genomuna entegre olur. 1b-Replikasyon entegre olmus faj
DNA’s1yla birlikte kusaklar boyunca ayni sekilde gergeklesebilir. 2b-Spontan olarak
veya radyasyon veya karsinojen gibi indiikleyen bir etkenin varliginda faj DNA’s1
konak¢1 DNA’sindan ayrilir. Konak hiicre pargalanir ve progeni viriisler etrafa
yayilir. Faj DNA’s1 ayrilirken beraberinde konak hiicre DNA’sindan bir parga

alabilir.
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2.5.1.Bakteriyofajlarin Tarihcesi

Bakteriyofajlarin tarihgesinde Once hangi arastirmaci tarafindan bulunduguna dair
uzun tartismalar vardir. Ingiliz bir bakteriyolog olan Ernest Hankin (1865-1939)
1896 yilinda Hindistan’daki Ganj ve Jumna Nehirlerinden Vibrio cholerae’ya karsi
antibakteriyel etki gosteren ve ince porselen filtrelerden siiziilerek gecebilen bir
madde tanimlamistir (Hankin,1896). Bu tanimlanan maddenin kolera epidemilerini

onledigi gorilmiistiir.

Iki y1l sonra Rus bir bakteriyolog olan Gamaleya tarafindan Bacillus subtilis’e kars1
benzer bir madde tanimlanmistir (Samsigynia ve Boni, 1984). Birkag¢ arastirici
tarafindan benzer sonuclar elde edilmis ve boylece bakteriyofaj olgusu olusmaya
baslamigtir. Hankin’in go6zleminden 20 yil sonrasinda Londra’daki Brown
Enstitiisii’niin yoneticisi olan Frederick Twort (1877-1950) tarafindan filtre edilen
maddenin bir viriis olabilecegi hipotezi ortaya atilmistir (Twort, 1915). Bulgularini
yaymnlamistir, ancak I. Diinya Savasi’nin baslamasiyla maddi kaynak yetersizligi

nedeniyle caligmalar kesintiye ugramistir.

Bakteriyofajlar iki yil sonrasinda Fransiz-Kanadali bir mikrobiyolog olan Felix
d’Herelle (1873-1949) tarafindan resmi olarak tanimlanmustir. Felix d’Herelle
tarafindan bakteriyofajlarin bulunusu 1915 yilinda Paris’teki Fransiz Birliklerinde
ciddi hemorajik dizanteri goriilmesiyle miimkiin olmustur. D’Herelle diski
orneklerini toplamis, bunlar1 filtrelerden gecirdikten sonra Shigella ile karistirmus,
inkiibe etmis ve sonrasinda bir kismini deney hayvanlarina verirken, kalan kismini da
besiyeri plaklarina ekmistir. Ertesi giin besiyeri plaklarin1 degerlendirdiginde kiigiik

bosluklar oldugunu fark etmistir ve bu bulgularini bir toplantida sunmugtur.

Bakterileri enfekte edebilen, pargalayabilen ve filtrelerden gecebilen bu maddenin
virlis yapisinda oldugundan emindir ve bu viriislere bakteri yiyen anlamma gelen
bakteriyofaj (bacteria-phagein) admi vermistir. Tartismalar olmasma ragmen
sonunda bakteriyofaj olgusunun Twort ve Felix d’Herelle tarafindan bulundugu

konusunda uzlagsmaya varilmaistir.
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1923 yilinda Giircistan Tiflis’te acilan Eliava Universitesi’nde bakteriyofaj tedavisi
ile ilgili ¢aligmalar baslamistir ve sonrasinda bir¢ok arastirict fajlarin kullanim

alanlar1 ile ilgili caligmalar yapmuistir.

Penisilinin kesfinden yaklagik on yil 6ncesinde Felix d’Herelle ve Giircistanli bilim
adamlar1 tarafindan bir enstitii kurulmus ve burada fajlarmn tedavide kullanim yerleri
ile ilgili aragtirmalar yuriitiilmiistiir. Ancak fajlarin biyolojisi ve molekiiler 6zellikleri
ile ilgili bilgi eksikligi olmas1 nedeniyle klinik olarak birtakim sikintilar yasanmis,
1930’1u yillarda tedavide biiyiik basarilar saglayan antibiyotiklerin kesfedilmesiyle
arastrmalar geri planda kalmistir. Antibiyotiklerin kullanima girmesinden yillar
sonra direng problemini giindeme gelmis, 6zellikle Mycobacterium tuberculosis,
Enterococcus faecalis, MRSA, Acinetobacter baumannii (Coelho ve ark., 2004) ve
Pseudomonas aeruginosa gibi mikroorganizmalarin tedavisinde biiyiik zorluklar
yasanmaya baglamistir. Bakterilerin diren¢ kazanma siiresi, yeni antibiyotiklerin
sentez edilmesi i¢in gecgen siireden daha kisadir. Bu nedenle bakteriyel hastaliklarin
tedavisinde yeni yontemlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Fajlarm sadece kendi i¢in 6zel
reseptOrii tasiyan hiicrelerde lizise yol agmasi dolayisiyla yan etkilerinin sinirli
olmas1 ve bakterilerin antibiyotiklere karsi gelistirdigi diren¢ mekanizmalarindan

etkilenmemesi nedeniyle kullanimmin uygun oldugu yoniinde goriisler mevcuttur

(Kurtboke, 2012).

2.5.2.Bakteriyofajlarin Simiflandirilmasi

Bakteriyofajlar konak tercihi, virlis morfolojisi, kuyruk ve zarf gibi aksesuar
ozelliklerine gore smiflandirilabilirler. Bakteriyofajlarin en giincel siiflamasi 2006
yilinda Ackermann tarafindan yapilmistir. Smiflandirma esas olarak faj morfolojisi
ve niikleik asit 6zellikleri tizerine kurulmustur. Fajlarin biiyiik cogunlugu ¢ift iplikli
DNA (dsDNA) icermektedir. Ancak az da olsa tek iplikli DNA (ssDNA), tek
(ssRNA) veya ¢ift (dsRNA) iplikli RNA iceren bakteriyofajlar bulunmaktadir.
Morfolojik olarak birka¢ grup faj bulunmaktadwr: Filamentdz fajlar, kuyruksuz
ikozohedral fajlar, kuyruklu fajlar, lipit iceren zarfa sahip fajlar gibi. Fajlar
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yeryiiziinde en yaygin olarak bulunan canli grubunu olusturmaktadirlar (Kurtboke,
2012).

Su ana kadar elektron mikroskop goriintiilemesi yapilmis 5500°den fazla bakteriyofaj
bulunmaktadir (Ackermann, 2007). Pleomorfik ve filamentdz fajlar yaklagik 190
tanedir. Bu say1 toplam fajlarin %3.6’sm1 olusturmaktadir ve 10 tane alt aileye
ayrilmaktadir (Ackermann, 2004). Bu fajlarin 6zellikleri farkli kokenlerden geldigini
gosterecek sekilde birbirlerinden oldukga farklidir. Pleomorfik fajlar ii¢ alt aileye
ayrilmaktadir. Bu ailelerin isimleri ve karakteristik ozellikleri su sekildedir
(Kurtboke,2012):
e Plasmaviridae: Lipoprotein zarf ve dsDNA yapisinda genom igeren,
niikleoprotein graniil olarak isimlendirilen faj ailesi.
e Fusseloviridae: Bir tarafinda kisa dikensi ¢ikintilar1 olan limon seklinde
kapsit ve dSDNA yapisinda genom iceren faj ailesi.

e Guttavirus: Damla sekline benzeyen faj ailesi.

Helikal veya filament6z organizasyona sahip fajlar bulunmaktadir (Kurtboke

2012).

e Inoviridae: Degisken uzunluklarda, kat1 veya esnek kuyruga sahip ve ssDNA
yapisinda genom igeren faj ailesi. Partikiil uzunluguna, kapsit yapisina ve
DNA igerigine gore alt ailelere ayrilabilmektedir

e Lipothrixviridae: Lipoprotein yapida zarf igeren ¢omak sekline sahip faj
ailesi.

e Rudiviridae: Zarfi olmayan, diiz, sert comak seklinde, tiitiin mozaik

viriislerine ¢ok banzeyen faj ailesi.

Pleomorfik, helikal veya filamentéz ile kuyruklu bakteriyofajlarin elektron

mikroskoptaki goriintiileri sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2: Baz1 bakteriyofajlara ait elektron mikroskopi goriintiileri-Ackermann 2007
A-Inoviridae B-Guttaviridae C-Lipothrixviridae

D-Miyoviridae E-Siphoviridae F-Podoviridae

Diger bir grup faj ikozohedral simetrili kapsit yapisina sahip olan fajlardir. Bazi
ikozohedral simetrili kapsit yapisina sahip olan fajlar su sekildedir (Kurtboke, 2012):
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Leviviridae: Kiiciik kapsitlerde paketlenen ssRNA genomik yapisina sahip
olan ve enterovirlislere benzeyen faj ailesi.

Corticoviridae: Ug adet dsSRNA ve RNA polimeraz iceren faj ailesi.
Microviridae: Tek sirkiiler ssDNA igeren faj ailesi.

Cystoviridae: dsDNA yapisinda genom igeren, dista proteinlerden ve igte lipit
tabakasindan meydana gelen 6zel bir kapsit yapisina sahip olan faj ailesi
(Huiskonen ark.,2004).

Tectiviridae: Kapsiti ¢evreleyen ve tepe kisminda ¢ikintilar igeren lipoprotein

yapida bir zarfi olan ve dsDNA yapisinda genom igeren faj ailesi.

Kuyruklu fajlar Caudovirales ailesi i¢inde yer alirlar. Bilinen tiim fajlarin %96’sin1

olusturmaktadirlar. Kuyruklu fajlar faj popiilasyonunun en biiyiik grubunu

olusturdugu i¢in ¢evresel kaynaklardan en sik izole edilebilen ve {lizerlerinde en fazla

arastirma yapilan faj grubunu olusturmaktadir. Kuyruklu faj ailelerine ait sematik

goriintii sekil 2.3’te verilmistir.

Ug aileye ayrilmaktadirlar (Kurtboke, 2012):

Miyoviridae: Kuyruklu fajlarin %25’ini olusturan, kuyruk kismi kasilabilen
ve bir kilif ile merkez borucuktan olusan faj ailesi.

Siphoviridae: Uzun, kasilamayan kuyruga sahip olan faj ailesi olup tiim
kuyruklu fajlarin %61’ini olusturur.

Podoviridae: Kisa kuyruga sahip olan ve tiim kuyruklu fajlarin %14 {ini

olusturan faj ailesi.

Nyoviridae Siphowviridae Podoviridae

= dsDNA

- Connector

[ ]
—— Adsorption

apparatus

Sekil 2.3: Kuyruklu faj ailelerinin sematik goriintiisii
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2.5.3. Bakteriyofaj Aracili Gen aktarimi (Transdiiksiyon ve Lizojeni)

Bazi fajlar genetik elemanlar1 hareket ettirebilme; bir bakteriden diger bakteriye
transdiiksiyon adi verilen bir mekanizmayla aktarabilme yetenegine sahiptir.
Transdiiksiyon aracilt gen aktarimi 1951 yilinda Joshua Lederberg ve Norton Zinder
tarafindan kesfedilmistir. Bu arastirma i¢in iki mutant Salmonella thyphimirium susu
kullanilmistir. (Bir tanesi fenilalanin, tirozin ve triptofan:-, digeri metiyonin ve
histidin:-) Bu bakteriler besiyeri ortamima ayri ayr1 konuldugunda hi¢ vahsi tip
bakteri goriilmemistir; ancak birlikte konulduklarinda 10° bakterinin i¢inde bir

bakterinin vahsi tipte oldugu saptanmustir.

Sonrasinda aym1 deney konjugasyon i¢in gereken hiicre temasmi engelleyebilmek
icin U seklinde, kollar1 birbirinden filtre ile ayrilan bir tiiple gerceklestirilmis ve ayni
sonu¢ alinmugtir. Por deliklerinin boyutlar1 degistirilerek karsilastirmali deneyler
yapilmis ve bu olaya neden olan yapmin Salmonella’nin P22 olarak isimlendirilen
temperate fajiyla ayni boyutta oldugunu saptanmistir. Sonug olarak Lederberg ve
Zinder konjugasyondan farkli yeni bir gen aktarim yolu kesfetmisler ve bunu

transdiiksiyon olarak isimlendirmislerdir.

Transdiiksiyon hem lizojenik hem de litik fajlarda goriilebilen bir gen aktarim
yontemidir. Generalize ve Ozellesmis olmak {izere iki farkli tiirii bulunmaktadir.
Generalize transdiiksiyonda bakteri kromozomunun herhangi bir yerindeki genler
aktarilabilirken, Ozellesmis transdiiksiyonda bakteri kromozomunun belirli bir

noktasindaki genler aktarilabilmektedir.

2.5.3.1.Generalize transdiiksiyon

Litik fajlar bakteri hiicresini pargalayip ortama salindiklarinda bakteri kromozomu da
kiigiik parcalara bolinmektedir. Ortamda bulunan bazi kapsitler faj genomu yerine
ortamda bulunan bakteri DNA’larin1 i¢ine alabilmekte ve yeni bir hiicreyi enfekte
ettikleri zaman bakteri DNA’siyla birlesebilmekte veya plazmid gibi ayri1 olarak

kalabilmektedir. Generalize transdiiksiyon Sekil 2.4’te gosterilmistir.
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Sekil 2.4: Generalize transdiiksiyon-Griffiths AJF ve ark.,2000’den alimustir.

2.5.3.2.0zellesmis transdiiksiyon

Ozellesmis tansdiiksiyon kromozomdaki belirli bdlgelerin aktarilabildigi dzel bir
transdiiksiyon seklidir. Ornek olarak lambda profaji verilebilir. Lambda konak hiicre
kromozomunda daima —gal ve —bio bolgeleri arasina entegre olmakta ve sadece bu
genleri diger konaklara aktarabilmektedir (Griffiths ve ark.,2000) Lambda profaji
0zel bir enzim sistemiyle kromozomun belli bir bolgesine tutunmaktadir. Ultraviyole
15181 vs. gibi indiikleyici bir ajanla uyarildigi zaman yuvarlak lambda kromozomu
olusturmak tiizere hep ayni noktadan ayrilmaktadir. Nadiren faj genomu bakteri
kromozomundan ayrilirken yaninda bakteriye ait genler gelebilmektedir. Bu genler
fajin bakteri kromozomuna entegre oldugu yerin hemen yanindaki —gal ve —bio
genleridir (Griffiths ve ark.,2000) Lambda faji genomu bakteri kromozomuna ait
genlerle birlikte bos bir kapsitin i¢ine yerlesebilmekte ve diger bakterileri enfekte
ettigi zaman genleri onlara aktarabilmektedir. Sekil 2.5’te 6zellesmis transdiiksiyon

verilmistir.

20



(a) Production of initial Iysate

Mixaure
- } 1
2 A “ \ Ldgal
3 |
1 1] § oar* ;
Iy 2 g’
S —_—8 — = _—
3 -y T
[ = = ’e 3 +
g 418 gl b b o
() Normal ouiooping (%) Rare abnormad oullooping
(b) Transduction by Initial lysate
{I) Lysogenic transduciants
94l A hajper
=
3 ey gm 1 3 " T
o
(N) Transductants peoducad by recombaration
1
2
gar 4
- —_—
- ~ —_
g~ tooe gar bwo!

Sekil 2.5: Ozellesmis transdiiksiyon-Griffiths AJF ve ark., 2000’den alinmustir.

2.5.4.Staphylococcus aureus Fajlarinin Morfolojik Ozellikleri

Yapilan ilk caligmalarda fajlar poliklonal antiserumlarla karsilagtirilmistir ve
notralizasyona gore gruplara ayrilmistir. Buna gore incelenen 39 faj alt1 serogruba
ayrilmistir (Rountry ve ark., 1949). Daha fazla faj ve serum ile ayni calisma
tekrarlandiginda fajlarin A’dan H’ye ve J’den L’ye kadar 11 serogruba ayrildigi
gosterilmistir (Rippon ve ark., 1952). Serogrup E, J ve K’nin koagiilaz negatif
stafilokoklara spesifik oldugu ve S.aureus’a karsi viriilan olmadig1 gdsterilmistir.
S.aureus’u enfekte eden lizojenik fajlarin cogunlukla serogrup A, B ve F’de yer

aldig1 gosterilmistir.

Sonrasinda elektron mikroskopunun kesfi ile fajlara morfolojik temelli smniflama
yapilmig ve bu siniflamaya gore fajlarin biiyiikk gogunlugu gibi S.aureus fajlarmin da
Caudovirales takiminin Siphoviridae ailesi iginde yer aldigi1 gosterilmistir (Brussow
ve ark., 2004). Cogunlukla ¢ift iplikli DNA genomu igeren ve profaj olarak bakteri
kromozomuna entegre olan lizojenik fajlardir. Ackermann tarafindan yapilan

morfolojik smiflandirmaya goére Siphoviridae ailesi i¢inde bulunan stafilokokal fajlar
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ikozohedral simetrili kapsit yapisina ve kasilamayan bir kuyruga sahiptirler. Kapsit
yapisina ve kuyruk uzunlugunun 200 nm’den uzun ya da kisa olusuna gore 2.1,2.2.1.
ve 2.2.2 gibi gruplara ayrilmaktadirlar. Bu gruplar kabaca sirrayla B, A ve F’ye
karsilik gelmektedirler. Serogrup B ve F’deki fajlar izometrik yapida kapsite
sahipken, serogrup A’dakiler uzamis farkli bir kapsit yapisina sahiptir. Serogrup
B’de bulunan fajlarin kuyrugu 200 nm’den kisa iken, serogrup A ve F’deki fajlarin
kuyrugu 200 nm’den uzundur.(Sekil 2.6) Fajlarin kiiciik bir grubu Caudovirales
takim1 igerisinde bulunan Podoviridae ve Miyoviridae ailelerine aittir. Podoviridae
ailesinde yer alan fajlar, SAP-2 faji gibi (Son ve ark., 2010) kiigiik bir ikozohedral
simetrili kapsite ve kisa esnek olmayan ve kasilamayan bir kuyruga sahiptir.
Miyoviridae ailesinde bulunan fajlar, faj K’da oldugu gibi uzun kasilabilen bir
kuyruga sahiptir (O’Flaherty ve ark., 2004).

Serogroups
B F A D G

Siphoviridae Myoviridae

Sekil 2.6: Farkli faj ailelerine ait stafilokoksik fajlarin sematik goriiniimii ve

serogruplara gore degisen morfolojik yapisi

2.5.5.S.aureus Fajlarinin Genomik Ozellikleri

Stafilokoklar fajlar acisindan olduk¢a zengindir ve stafilokok fajlar1 iizerine yaygin
aragtirmalar yapilmustir. Fajlar ilk zamanlarda Klinik S.aureus izolatlarini

smiflandirmak i¢in kullanilmistir (Wenworth, 1963; Rosenblum ve Tyrone, 1964).

S.aureus genomundaki profajlarin sayis1 oldukc¢a yiiksektir. Bu zamana kadar sekans
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analizi yapilmig birgcok S.aureus’un en az bir, genellikle dort adet profaji
bulunmustur (Lindsay 2010).

Pelletier ve arkadaslarmin yaptigi S.aureus faj genomlarmnin karsilagtirmali
incelendigi bir ¢alismada genellenebilecek bazi sonuglar elde edilmistir (Kwan ve
ark., 2005). 27 tane S.aureus’a ait faj ve profaj genomu incelenmistir. Genom
biliytikligi 20 kb’dan 125 kb’a kadar degisen biiytliklikklerdedir (Kwan ve ark.,
2005). Mycobacterium (Pedulla ve ark., 2003) ve P.aeruginosa (Kwan ve ark., 2006)
fajlarmin aksine genom biiyiikliikleri birbirinden olduk¢a farkli olabilmektedir.
Stafilokok fajlar1 boyutlarina gore tli¢ kategoriye ayrilmaktadir (Son ve ark., 2010):

e Smfl: <20 kbp

e SmfII: =40 kbp

e SmfIIl: >125 kbp

Aslinda genom biiyiikliigline gére yapilan bu smiflamanin morfolojik 6zelliklere
gore yapilan smiflamayla bir korelasyonu vardir. Podoviridae ailesinde olan viriisler
smif I kategorisindeki en kiigiik genoma sahip viriislerken, Miyoviridae ailesindeki
viriisler en biiyilk genoma sahiptirler ve smif IIlI’te yer alirlar. Siphoviridae

ailesindeki viriisler orta uzunlukta genom i¢cermektedirler(sinif II).

Yapilan ¢aligmalarda goriilmiistiir ki, S.aureus fajlar1 oldukca etkileyici fakat hentiz
tam olarak kesfedilmemis bir genetik ¢esitlilik kaynagidir. Pelletier ve arkadaslarmnin
yuriittiigli caligmada 27 faja ait 2170 proteinin incelenmesinde BLAST programi
kullanilarak proteinlerin ancak %35’inin fonksiyonu bulunabilmistir (Kwan ve ark.,

2005).

Siphoviridae ailesine ait bakteriyofaj genomlarmin incelenmesinde genomik yapinin
islevine gore 5 gruba ayrildigi gosterilmistir: lizojeni, DNA metabolizmasi, DNA
paketlenmesi ve kapsit yapisi, kuyruk yapist ve konak hiicre lizisi DNA
metabolizmasi ile ilgili olan genler diizenleme ve replikasyon ile ilgili olmak {izere
iki boliime ayrilmaktadir. Oldugu zaman viriilans faktorleri ile ilgili olan genler

genellikle konak hiicre lizisi ile ilgili genlerden sonra yer almaktadir (Canchaya ve
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ark., 2003; Brussow ve ark., 2004). S.aureus’un Newman tiiriinde bulunan PhiNM1’i
iceren dort bakteriyofajda viriilans ile ilgili genler lizojeni ile DNA metabolizmast ile

ilgili genler arasinda yer almaktadir (Bae ve ark.; 2006).

Podoviridae ailesine ait bakteriyofaj genomlarmin incelenmesinde Siphoviridae
ailesinden farkli oldugu goriilmiistiir (Vybiral ve ark., 2003; Kwan ve ark., 2005 ve
Son ve ark., 2010). Belirgin ayrimlar1 daha kiiciik olmalaridir. DNA paketlenmesi,
kapsit yapisi, kuyruk yapisi ve lizojeni ile ilgili genlere ilaveten fonksiyonu ortaya
konamamis genler de igermektedirler. Siphoviridae ailesinin aksine gen kategorileri
birbirinden belirgin olarak ayrilmamaistir, ¢ogu zaman kuyruk ve lizis ile ilgili genler

st liste gelmektedir.

Miyoviridae ailesine ait fajlarin genomik incelemesinin sonunda Escherichia coli T4

faj1 ile biiylik benzerlik gosterdikleri saptanmistir (Krisch ve Comeau, 2008).

Genomik yapmin arada bilinmeyen fonksiyonda genlerle kesintiye ugrayan
replikasyon ve yap1 ile ilgili genlerden olustugu gosterilmistir. Stafilokoklarda
bulunan Miyoviridae ailesine sahip fajlarmn diger bakteri tiirlerinde bulunan
Miyoviridae ailesine ait fajlardan daha ¢ok Siphoviridae ailesinde bulunan fajlara
benzerlik gosterdigi  saptanmustir. Siphoviridae, Miyoviridae ve Podoviridae

ailelerine ait fajlarin gen haritasi sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7: Siphoviridae, Podoviridae ve Miyoviridae ailelerine ait olan fajlarin gen

haritasi-Deghorain M ve Van Malderen L, 2002’den almmustir.

2.5.6.Bakteriyofajlarin S.aureus Patogenezindeki Rolii

S.aureus’un farkl tiirler arasinda korunmus genlerden olusan bir iskeleti ve tiirler
arasinda degisiklik gosteren aksesuar genleri bulunmaktadir. Bu aksesuar genler
plazmidler, transpozonlar, genom adaciklari, patogenite adaciklart ve profajlar
iizerinde tasmmaktadir. Aksesuar genom kismi S.aureus genomunun %?25’ini
olusturmakta ve bakteriye genetik ve fenotipik olarak uyum yetenegi
kazandirmaktadir. S.aureus’un en ¢ok dikkat ¢eken Gzelliklerinden birisi degisen

ortam sartlarma kolay uyum saglayabilmesi ve zorlu ortam kosullarma direng
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saglayabilmesidir. Uyum yetenegi ve direncinde bakteriyofajlar olduk¢a dnemli bir

rol oynamaktadir.

2.5.7.Faj Aracih Viriilans Faktorleri

Fajlar, bakterinin konagm immiin cevabindan kagisini saglayan ¢ok sayida viriilans
faktorii ve toksin sentezinden sorumludur (Malachowa ve Deleo, 2010). Konak doku
harabiyetinden sorumlu olan stafilokinaz (Sak) ve birkag siiperantijen (sea, seg, sek,
sek2, sep, seq) kodlamaktadir. Siiperantijenler besin zehirlenmesi, toksik sok
sendromu ve nekrotizan fasiit olusumuna yol agmaktadir. Tki komponentli toksin
olan PVL l6kositler tizerinde delik olusumuna yol acarak nekrotizan enfeksiyonlara

neden olmaktadir. ETA ise ciddi cilt enfeksiyonlarma neden olmaktadir.

Birkag istisnai durum haricinde fajlar genellikle tek bir viriilans faktoriiniin
sentezinden sorumludur. Viriilans faktor genleri horizontal gen transferi ile
aktarilabildiginden bir bakteriyofaja spesifik degildir. Viriilans genleri profajin
bakteri kromozomuna entegre oldugu ‘“attachment site(att)” bolgelerinde yer
almaktadir. Faj aracili viriilans faktorlerinin ekspresyonu faj litik siklusa girmeden
hemen Once en fazladir, ¢linkii bu esnada tiim fajin replikasyonu gergeklesecektir
(Sumby ve Waldor, 2003). Ancak lizojenik dongii sirasinda ekspresyonun saptandigi

da olmustur.

2.5.7.1.Faj aracih viriilans faktorlerinin tasinmasi: S.aureus Patojenite
Adaciklan (SaPls)

S.aureus tiirlerindeki horizontal transfere birincil olarak bakteriyofajlar aracilik
etmektedir. Bakteriyofajlar kromozom aracili viriilans faktér genlerinin generalize
transdiiksiyonla aktarilmasma neden olur. Ayrica S.aureus patojenite adaciklari olan
SaPIs’m tagimnmasindan sorumludur. SaPIs 14-27 kbp biyiikligiinde olan,
bakterilerde ekstrakromozomal olarak bulunan, profajlar gibi represor, integraz ve
terminaz genlerini tagiyan ancak yapisal proteinleri sentezleyen genleri olmayan

yapilardir. TSST-I ve diger siliperantijenlerin sentezini saglayan genler igerirler.
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SaPIs kendi baslarina hareketli degildir, hareket edebilmeleri i¢in bir fajin yardimina

gereksinim duymaktadirlar.

2.5.8.Faj Tedavisi

Yarim yiizyilldan fazla bir siiredir patojenik bakterilerle olusan enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotiklere giivenilmistir. Ancak antibiyotiklerin klinik, hayvancilik,
tarim ve veterinerlik alanlarinda yaygm kullanimi sonucunda antibiyotiklere karsi
bakteriyel direng giderek yayginlagsmis ve antibiyotiklerin etkinligi giderek azalmistir
(Fischetti ve ark., 2008). Giiniimiizde gelinen durumda bilinen tiim antibiyotiklere
direngli suglar ortaya ¢ikmustir. Son 30 yilda yapilan biitiin calismalara ve genetik
miihendisligi arastirmalarina ragmen yeni antibiyotik bulunamamistir. Bu durumda
antimikrobiyal ajanlarin yerine bakteriyofa) tedavisinin kullanilma fikri yeniden
ortaya ¢ikmustir. Bakteriyofajlar sadece bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde degil;
baliklarda, kuslarda, yiyecek endiistrisinde ve biyofilm eradikasyonunda
kullanilmaktadir. Fajlarin antibiyotiklere karsi bazi iistiinliikleri bulunmakta ve
aslinda daha 1iyi tedavi segenekleri olduklar1 diisiiniilmektedir (Pirissi, 2000). Fajlarin

antibiyotiklerle olan karsilagtirmasi asagida Tablo 2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1:Bakteriyofajlarin antibiyotiklerle karsilastirilmasi

Bakteriyofajlar

Antibiyotikler

Bakterisidaldir.

Bakteriyostatik olan antibiyotikler

vardir.

Uretimi ucuz ve basittir.

Uretimi pahal1 ve zordur.

Fajlar akilli ilaglardir, enfeksiyonun

oldugu yerde yogunlasirlar ve ¢ogalirlar,

sonra yok olurlar.

Viicutta metabolize edilerek atilirlar,

yarilanma Omiirleri vardir.

Bakteriyel konagin  oldugu yerde

kendiliginden ¢ogalir, tekrarlayan dozlara

gereksinim yoktur.

Cogunlukla tekrarlayan dozlarda

verilmesi gerekmektedir.

Ozgiilliikleri son derece yiiksektir,
etkilerini sadece patojen olan bakteri
iizerinde gosterirler. Flora bakterilerine

zarar vermezler.

Patojen bakterilerin yaninda flora

bakterilerini de  oldiirerek  yan
etkilerin ortaya c¢ikmasma neden

olurlar.

Bakterilerde diren¢ olusumuna neden

olmazlar.

Genis spektrumlu olanlarm kullanimi
sonucunda direng¢li bakteriler ortaya

¢ikmaktadir.

Genellikle yan etki olusumuna neden

olmazlar.

Intestinal bozukluk, ikincil mantar
enfeksiyonlar1 ve alerjik reaksiyon
gibi ¢ok sayida yan etki olugmasina

neden olabilirler.

Fajlar yeryiiziinde olduk¢a yaygin olarak
bulunduklar1 i¢in faja direng¢li bir bakteri
ortaya ¢iktig1 zaman yeni bir faj bulmak

zor degildir.

Yeni bir antibiyotik bulmak ¢ogu

zaman birkag yil1 bulmaktadir.

Antibiyotiklere alerjisi olan insanlarda faj

terapisi oldukca elveriglidir.

Antibiyotiklere  alerji  gelismesi
durumu tedavide biiyiik zorluklar

yasanmasina neden olmaktadir.
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Biitiin bu avantajlara ragmen faj tedavisinin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir:
1-Fajlar karaciger, dalak gibi retikiiloendoteliyal sistem organlar1 tarafindan
temizlenebilmektedir. Farelerde seri pasajlar yapilarak retikiiloendoteliyal sistem
organlar1 tarafindan taninamayan mutant fajlar olusturulmaya ¢aligilmalidir.

2- Ozellikle litik fajlarin tedavide kullanilmasi ile bakteriler aniden pargalanmakta,
cok fazla endotoksinin kana karigmasi sonucunda endotoksik sok goriilebilmektedir.
3-Konak faj etkilesimi olamayacagi icin intraselliiller bakterilerin tedavisinde
kullanilamamaktadir.

4-Tekrarlayan enfeksiyonlarda fajlara kars1 ndtralizan antikorlarm olugmasi tedaviyi
etkisiz hale getirmektedir. Bu acidan dikkatli olunmasi gerekmektedir. Ancak
immiinsuprese hastada notralize antikor gelisimi olmayacagi i¢in tedaviden fayda
goriilebilecegi akilda tutulmalidir.

5-Raf dmiirlerinin test edilmesi ve kayitlarinin tutulmasi gerekmektedir.
6-Kullanilmasi i¢in deneyimli ve fajlar1 iyi bilen hekimlere gereksinim vardir, herkes

tarafindan kullanilamamaktadir.

Uzun yillar boyunca Dogu Avrupa ve eski Sovyet Rusyasi’nda fajlar olduk¢a uzun
stire tedavi amaciyla kullanilmis ve kullanimlar: ile ilgili ciddi komplikasyonlarla
karsilagilmamistir (Sulakvelidze ve Morris, 2001a). Fajlar dogada olduk¢a yaygin
olarak bulunmaktadirlar ve insanlar dogumdan itibaren fajlara maruz kalmakta ve
fajlar insanlarin mikroflorasmi meydana getirmektedir. Insanlarm gastrointestinal
sistemlerinde, ciltlerinde, agizlarinda, dental plaklarinda bulunmaktadir. Bakteri
konaklarina son derece 6zgiildiir, bu nedenle flora bakterilerine zarar vermeden
sadece patojen olan bakterileri 6ldiirmeleri nedeniyle yan etkileri yok denecek kadar
azdwr. Klinik bakis acis1 olarak faj tedavisi oldukca giivenli bulunmaktadir.
Antibiyotiklere direngli olan Streptococcus, Escherichia, Staphylococcus, Klebsiella,
Serratia, Pseudomonas, Proteus, Salmonella ve Shigella’ya karsi etkili olan fajlar
bulunmustur. Ancak litik fajlarin kullanim kisithiliklarindan dolay1 gilinlimiizde
modifiye faj kullanim1 giindeme gelmigstir. Fajlar hakkindaki giivenlik endiseleri ve
canlt mikroorganizma tiretiyor olma korkusu arastirmacilarin daha kontrol edilebilir
ozellikte olan modifiye faj iiretimine yOneltmistir (Skurnik ve ark., 2007). Faj

genomunun dogrudan mutasyonu, fajlarin rekombinasyonu, fajlarin invivo olarak
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segilmesi, kimerik faj olusturulmasi, yeni 6zellikleri olan fajlarin dizayn edilmesi
sonucunda faj tedavisinde yasanilan zorluklarin {istesinden gelinebilmistir

(Moradpour ve Ghasemian, 2011).

Felix d’Herelle insanlar iizerindeki ilk faj tedavisi ¢aligmasini yiirlitmesine ragmen,
insanlar {izerinde yapilan calismalar ilk defa Belcika’da Bruynoghe ve Maisin
tarafindan 1921°de yaymlanmistir. Yapilan ¢alismada alt1 hastanin cilt {izerindeki
srafilokokal fronkiil ve karbonkiillerine faj enjeksiyonu yapilmis; 48 saatte agrida,
sislikte ve ateste azalma saptanmis ve belirgin klinik yanit elde edilmistir.
Merabishvili ve arkadaglart 2009 yilinda yanik hastalarinda S.aureus ve
P.aeruginosa enfeksiyonlarina karsi litik fajlardan olusan bir kokteyl hazirlamustir.
Bundan sonra da Polonya, Giircistan ve Rusya basta olmak iizere arastirmalar stirmiis

ve faj tedavisi hastalar iizerinde yaygin olarak kullanilmistir.

Son zamanlarda faj tedavisine karsi direng gelisimini azaltmak ve fajlarn etkinlik
spektrumunu  genigletmek i¢cin en az birkag fajdan olusan kokteyller
hazirlanmaktadir. Kokteyllerde litik fajlar bulunabilecegi gibi lizojenik fajlar da
bulunabilmektedir. Daha Onceki calismalarda litik fajlarmn bir anda ¢ok fazla
endotoksin salinimma bagli olarak hastanin klinik durumunu kétiilestirebilecegi
gosterilmistir veya lizojenik faj kullanimi ile viriilan olmayan mikroorganizmalara
viriilans genlerinin taginma ihtimalinden korkulmaktadir. Bu nedenle virtilans faktorii

tasimayan lizojenik fajlara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Fajlarin enfeksiyonlarda tedavi amagli kullanilmasinin haricinde baska kullanim
alanlar1 da vardir. Viriilan bakterilere kars1 probiyotik olarak kullanilabilmektedirler.
Oral preparat olarak kullanildiginda Salmonella, Shigella ve Clostridum difficile gibi
dizanterik bakterilerin yok edilmesini saglamaktadir. Ayni zamanda obezite,
metabolik sendrom gibi son zamanlarda gastrointestinal mikrobiyotayla ilgili
olabilecegi diisiiniilen hastaliklar1  onlemek i¢in farkli faj kokteylleri
hazirlanabilecegi lizerine c¢aligmalar yapilmasi planlanmaktadir (Abedon ve ark.,

2011).
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Fajlar tavuk kaynakli Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli enfeksiyonlarmin
yayilimini 6nlemek amaciyla kullanilabilmektedir. C.jejuni tavuklar1 ¢ok etkileyen
bir bakteri olmamasina karsilik, tavuk eti ile birlikte insana bulastigi zaman uzun
donemde reaktif artrit, Guillian Barre Sendromu ve postenfeksiy0z irritabl bagirsak
sendromu gibi komplikasyonlara yol acabilecek bir patojendir. Bu nedenle
tavuklardaki C. jejuni miktarmi azaltmak insanlarin enfekte olma riskini diisiirecek

ve dolayli olarak probiyotik etki yapmis olacaktir.

2.5.9.Fajlarin Diger Kullamm Alanlan

Dogada bulunan viriisler prokaryotik hiicrelerden memelilere kadar uzanan canh
grubu iizerinde biyolojik bilgi tasinmasini saglayan gen tasiyicilaridir. Genis bir viriis
grubu ilag dagitimi i¢in kullanilmaktadir. Ancak adenoviriis, lentivirlis ve retroviriis
gibi virlis ailelerinin tiimor siipresor genleri baskilayarak kanser olusumuna yol
acmalar1 viriislerin yerine daha giivenli olan bakteriyofajarin kullanilmasini giindeme
getirmistir. Biitlin viriislere nazaran bakteriyofajlar klinik ve klinik olmayan
alanlarda genis kullanim alanmi bulmustur. Gida sektoriinde gida giivenliginde,
bakteriyel biyofilmlerin yok edilmesinde, atik sularm  biyolojik olarak
algilanmasinda, viicutta hedefe yonelik tedavide DNA veya DNA dis1 yapilarin
kargolanip dogrudan hedef hiicreye ulastirilmasmi saglayan nanotasiyici
fonksiyonunda kullanilabilmektedirler. Viicut sivilarinda stabil olmayan formda
bulunan DNA ve RNA’nin (10 dakika DNA, 5-60 dakika RNA) transferinde ideal
araglardir. Fazla miktarda niikleik asit tasima kapasiteleri olmasi, tiretilmeleri ve

saflagtirmalarmin basit olmasi nedeniyle son derece avantajhidirlar (Karimi ve ark.,

2016).

Fajlar hedefleri icin son derece o6zgiil olmasi ve kendilerinin hiicreler arasi
yayilimlarin1 smirlama kapasitelerinin olmasi sayesinde hedefe yonelik tedavide
oldukca uygun ajanlardr (Lu ve Koeris, 2011). Fajlarin bir biitiin olarak
kullanilmasinin 6tesinde faj kaynakli iiriinlerin kulanilmasi son zamanlarda popiiler
olan uygulamalardandir. Ornegin faj endolizinleri spesifik hiicrelerin peptidoglikan

komponentlerini hidrolize eden faj enzimleridir (Entenza ve ark., 2005). Vincent
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Fichetti 1940 yilinda bakteriyofajlarin endolizinleri iizerine odaklanan ilk
arastirmacidir. Bu enzimler bakterilerin hiicre duvarinda oliimcil delikler
olusturmaktadir. Fichetti farelerde olusan bircok gram pozitif patojenik
mikroorganizma ile olusan enfeksiyonlarin dnlenmesinde ve tedavisinde lizinlerin
etkin bir sekilde kullanilabilecegini agiklamis ve bu durum insanlardaki

enfeksiyonlarmn tedavisi i¢in dnemli bir adim niteliginde olmustur (Fischetti, 2008).

Klasik bakteriyofaj tedavisi yaninda fajlarin kodladig1 endolizinler antibiyotik gibi
kullanilabilmektedir. Lizinler bakterilerin hiicre duvarindaki dort temel baga zarar
vermektedir. Viral veya bakteriyel insan enfeksiyonlarinin hemen hepsi iist veya alt
solunum yollari, intestinal, {irogenital veya okiiler mukozalardaki stafilokok,
streptokok  veya pnomokok gibi kolonizan mikroorganizmalar  kaynakli
baslamaktadir. Bu nedenle hayvan modelleri ile yapilan g¢alismalarda mukozal
kolonizasyonu &nlemek icin faj lizinleri ile ¢ahsmalar yiiriitiilmiistiir. Ornegin
nazofarengeal Streptococcus pneumoniae tasiyiciligini azaltmak amaciyla (Loeffler
ve ark., 2001) ve iist solunum yollarindaki Streptococcus pyogenes tasiyiciligini

onlemek (Nelson ve ark., 2001) i¢in iki ¢alisma yapilmaistir.

Az miktarda faj lizini verildikten iki ile bes saat sonra mukozal kolonizasyonun yok
oldugu goézlenmistir. Grup B streptokoklar neonatal menenjit ve sepsisin oldukg¢a
onemli etkenlerindendir. Vaginal ve orofarenks kolonizasyonunu 6nlemek i¢in bir faj
lizini ile vaginal model olusturulmustur (Cheng ve ark., 2005). Yapilan biitiin bu
deneyler gostermistir ki faj enzimleri kritik O6nemi olan patojen bakterilerde
rezervuarlarin 6nlenmesi amaciyla basariyla kullanilabilmektedir. Bacillus anthracis
icin bir litik enzim bulunmus ve bu enzimin intravendz olarak kullaniminda basilin
kan dolagimma geg¢mesini %100 oraninda 6nledigi gosterilmistir (Schuch ve ark.,
2002). S. pneumoniae’ye etkili rekombinant bir litik fajla ratlarda yapilan bir
deneyde fajlarin pnomokoksik menenjit tedavisinde son derece etkili oldugu

gosterilmistir (Grandgirard ve ark., 2008).
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Viicutta belli bir hedefe ulastirilmak istenen genler veya ilaglar ¢ogu zaman fajlarin
iizerinde belirgin degisiklikler olusmasina neden olmayacak sekilde fajin
yiizeyindeki kilif proteinlerine baglanir. Eklenen proteinler spesifik reseptorlere

baglanabilen antikor gibi ligandlar veya biiyiime faktorii, ilag veya metabolitler gibi
tedavi edici parcalardir. Memeli hiicrelerinin hedefleyen bakteriyofajlarda, hedefe
olan afiniteyi artirabilmek icin eklenen proteinler katyonik polimerlerle hibridize
edilebilmektedir. Hedeflenen kanser hiicrelerine sitotoksik genleri giivenli ve
kontrollii bir sekilde ulastirmak miimkiin hale gelmistir ve memelilerde fajlarin
kullanilmasi ile ilgili sorunlarm iistesinden gelinebilmistir (Yata ve ark., 2014).
Yapilan in vivo ¢calismalarda fajlarla yapilan hedefe yonelik tedavi ile hedefe yonelik
olmayan tedaviye gore hem patojen bakterilerin tedavisinde hem de kanser
tedavisinde ¢ok daha basarili sonuglarin alindig1 gosterilmistir (Hershey ve Chase,

1952).

Faj “display” teknigi farmakolojide hedef se¢imi i¢in oldukca sik kullanilan ve
bundan yaklasik 30 yil dnce tanimlanmis bir tekniktir. ilk defa 1985 yilinda
kullanilmistir (Rudolf ve ark.,1998). Bu teknikte fajin ylizey proteinlerinin kodlayan
genlerden birinin igerisine rastgele oligoniikleotitler yerlestirilmektedir. Bu islem
sonucunda farkli yiizey proteinleri igeren sayisiz fajdan olusan bir kiitiiphane
meydana gelmektedir. Kiitliphane iiyesi olan fajlar sonrasinda hiicre kiltiir
plaklarinda hedef hiicreler ile birlikte uygun siirelerde inkiibe edilmekte ve bu
slirenin sonunda yikama yapilarak kuvvetli baglanmayan fajlar uzaklastirilmaktadir.
Boylece hedef hiicreye miikemmel baglanma o6zelligi saglayan DNA sekanslari
se¢ilmis olur (Smith ve ark., 1985; Bakhshinejad ve ark., 2015). Faj display

tekniginin sematik goriintiisii sekil 2.8’de verilmistir.
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uncoating

modified phage,

Sekil 2.8:Faj “display” teknigi

Ornek olarak Chen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada (Chen ve ark.,
2015), karacigerdeki satellit hiicrelerinde insiilin like growth factor-2 (IGF-2)
reseptorlerine spesifik olarak baglanabilen ve bu hiicrelere 6zel olarak antifibrotik

madde verilebilmesine imkan veren peptid-431 bulunmustur.

Faj “display” tekniginde hiicre ylizeyine antikorlar, 6zgiil peptidler veya reseptorleri
secici proteinler yerlestirilebilir. Antikorlarin in vivo olarak afinitesini degistirmek
icin kullanilabilirler. As1 gelistirilmesi ve flizyon fajlarin iiretilmesi iizerine ¢aligma

yapilan konular arasindadir.

Fajlar genlerin, ilaclarin dagitilmasi i¢in hem depolama kapasitelerinin biiyiik olmas1
hem de hedef 6zgiilliigiiniin saglanabilmesi acisindan ¢ok uygun nanotastyicilardir.
Fajlarin hem yiizey yapilarinin hem i¢ yapilarmm degistirilmesi olduk¢a kolaydir ve
yiizeylerine kovalent yapilar eklenerek hedef i¢cin olduk¢ca Ozgiil hale
getirilebilmektedir. Birtakim polimerler eklenerek raf omiirleri uzatilabilmektedir.
Bu konuda yapilan ilk ¢aligmalarda olduk¢a basarili sonuglar alimmistir, ancak
viicuttaki dagilim, toksisite ve farkli nanotasiyici tiplerinin immiinolojisi {izerine

caligmalar devam etmektedir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.S.aureus Susu

Klonlanan ve devaminda sekans analizi yapilan bakteriyofaj daha oOnceki bir
calismada icinde kii¢iik lizojenik bir bakteriyofaj (MRSA ¢ sml) oldugu bulunan ve
stoklanan MRSA bakterisidir. Bu ¢alismadan sonra sus Mikrobank saklama
tiiplerinde -20°C’de tutulmustur.

3.2. Gerecler

3.2.1. Besiyerleri

BHB (Plasmatec, M049)
Blood Agar Base (Plasmatec, M028)
Defibrine koyun kani

LB s1v1 ve kat1 besiyeri

3.2.2.Kimyasal Madde ve Malzemeler

Agaroz (Sigma-Aldrich, A6013)

Ampisilin (Ampicina Flakon, Mustafa Nevzat Ilag, 8699541270106)
Asetik Asit (Sigma-Aldrich, 720225)

Bacto Agar (Biolab, BAA10500)

DNase (New England Biolabs, M0303S)

DNA molekiiler belirteci (Lambda Faji Hind 111 DNA marker)

DNA Purification Kit (GeneJET Gel Extraction Kit, ThermoScientific™, K0692)
EDTA (MERCK, 70156890)

Etanol (TEKKIM, 64-17-5)

Etidyum bromiir (APPLICHEM, 1239458)

Glasial asetik asit (Sigma-Aldrich 27225)

Glikoz (MERCK, 148342)
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Guanidin thiosiyanate (SERVA, 593840)

Hind I11 Restriksiyon Enzimi(Thermo Scientific™, ER0505)
IPTG (ThermoFisher Scientific, R1171)

Maya ekstrakti (Yeast extract, SRLCHEM, YI012)
Mitomisin C (Mitem 20 mg,London, 3480006)

NaCl (MERCK, Germany,1.06404.1000)

NaOH (MERCK, 106482)

PEG-6000 (Sigma-Aldrich, Germany, 81255-2506)
Potasyum asetat (MERCK, 108420)

Proteinaz K (Thermo Scientific™, EO0491)

SDS (Sigma-Aldrich, 862010)

Shirimp Alkaline Phosphatase (Thermo Scientific™, EF0511)
Silika (Sigma-Aldrich, 112945-52-5)

T4 DNA Ligaz (Thermo Scientific™, EL0011)

Tripton (Tryptone powder, Plasmatec, 5060179821641)
TRIS base (Sigma-Aldrich, T1513)

X-gal (ThermoFisher Scientific, R0941)

3.2.3. Sarf Malzemeleri

Enjektorlii filtre (por ¢ap1 0.2 pum)
20 ml’ lik enjektor

Steril 1.5 mI’lik eppendorf

Steril 2 ml’lik eppendorf

Steril filtreli pipet uglar1

50 mI’lik flakon tiipler

3.2.4. Araclar
Buzdolab1 (Bosch)

Calkalayic1 Inkiibatér (Biosan Shel Lab)

Derin dondurucu
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Elektroforez Tanki (Bio Rad)
Fotograf Makinesi (Canon)

Gii¢ Kaynag1 (Biometra)

Hassas tart1 (Mettler-Toledo)
Inkiibator (Heraeus)

Kuru 1sitic1 blok (HVD Life Sciences)
Otoklav (Niive Steam Art)

Otomatik Pipetler (Gilson Pipetman)
Santrifiij biiyiik (Sigma 3-30 KS)
Santrifiij kiigiik (Eppendorf Centrifuge 548)
Su banyosu (Labormed)

UV transilluminator (Vilber Lourmat)
Vorteks (Drogan)

3.2.5. S.aureus Suslarinin Uretimesinde Kullamlan Besiyerleri

Luria Broth(LB) Kati Besiyeri Hazirlanmasi

Tripton 49
Maya ekstrakti 24
NaCl 49
Bacto Agar 60
dH20 400 ml

Biitiin malzemeler karistirildiktan sonra 121° C’de 15 dk otoklavlanmustir. 40-
50°C’ye sogutulduktan sonra 200 pl 250 mg/ml ampisilin eklenmistir.
Karigtirildiktan sonra 100 ml’lik petri plaklarma 20°ser ml paylastirilmis ve

polimerizasyona birakilmustir.
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LB Siv1 Besiyeri Hazirlanmasi

Tripton 49
Maya ekstrakti 29
NaCl 49
dH20 400 ml

Tiim malzemeler karistirildiktan sonra 121°C°de 15 dk otoklavlanmustir. Oda 1s1sinda

sogumaya birakildiktan sonra +4°C’de saklanmustir.

Brain Heart Broth Besiyeri (BHB) Hazirlanmasi

1. Kuru toz halindeki besiyerinden 37 g tartilmistir ve 1000 ml distile suda
¢Oziilmiistiir.
2. 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.

3. Besiyeri soguduktan sonra +4°C’de buzdolabinda saklanmistr.

Kanh Besiyeri Hazirlanmasi

1. Kuru toz halindeki besiyerinden 40 g tartilarak 1000 ml distile suda
¢Oziindiirilmiistiir.

2. 121°C’de 15 dk’da sterilize edilmistir.
Besiyeri 40-50°C’ye kadar sogutulmustur.

4. 50 ml defibrine koyun kani, besiyeri lizerine konulmustur, iyice karistirdiktan
sonra petri kutularma doékiilmiistiir.

5. Besiyeri katilastiktan sonra +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

Mitomisin CHazirlanmasi

Mitomisin C 2 mg
Double-distillated H>O (ddH-O ) 2 mi
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Polietilen Glikol (PEG) Soliisyonu Hazirlanmasi

1. Steril balonla 50 g PEG sonra da 3 g NaCl tartilmustir, tizerine toplam volim
125 ml olacak sekilde distile su konulmustur.

2. 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.

3. Soliisyon soguduktan sonra pH’s1 7.2 olacak sekilde ayarlanmaistir.

4. Oda s1sinda saklanmistir.

DNA Lizis Buffer Hazirlanmasi

1 M TRIS base (pH 8,0) stok 100 pl
0,5 M Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (pH 8,0) stok 100 pl
%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) 60 ul
Proteinaz K 40yl

ddH20 500 pl

Alkalen Lizis Soliisyonu I (100 ml) Hazirlanmasi

1 M TRIS (pH 8,0) stok 2.5 ml
0.5 M EDTA (pH 8,0) stok 2 mi
1 M Glikoz 5ml
ddH.0 90.5 ml

Alkalen Lizis Soliisyonu II (10 ml) Hazirlanmasi

Taze olarak hazirlanmasi gereklidir.

ddH20 8 mi
2 M Sodyum hidroksit (NaOH) 1ml
%10 SDS 1mil
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Alkalen Lizis Soliisyonu IIT (100 ml) Hazirlanmasi

5 M Potasyum Asetat (KOAc) Soliisyonu 60 ml
Glasial asetik asit 11.5 ml
ddH20 28.5 mi

Guanidin Soliisyonu Hazirlanmasi:

Guanidin 240 ¢
ddH20 180 ml

fkisi karistirilarak 60°C°de su banyosunda eritildikten sonra iizerine 0.5 M’lik pH’s1

8 olan EDTA’dan 17.6 ml eklenmistir.

Tris Asetik Asit EDTA (TAE) Buffer (10 X) Stok Soliisyonu Hazirlanmasi

Tris Base 48.4 g
Glasial asetik asit 11.4 ml
EDTA 379

Deiyonize su 800 ml

800 ml deiyonize su icerisinde TRIS, glasial asetik asit ve EDTA ¢oziindiiriildiikten
sonra karigim 1 It’ye tamamlanmistir. Oda 1sisinda saklanmis ve kullanim esnasinda

1/10 oraninda olacak sekilde diliie edilmistir.

Silika Soliisyonu

6 g silisyum dioksit (SIO>) tartilarak 50 ml’lik flakona aktarilmistir. 50 ml’ye kadar
distile su ile tamamlandiktan sonra 24 saat oda 1sisinda bekletilmis, sonrasinda suyun

43 ml’si dokiilerek tekrar 50 ml’ye ddH.O tamamlanmistir. Oda 1sisinda 5 saat
bekletildikten sonra 44 ml’si dokiilmiistiir ve {izerine 40 pul 10 M HCI eklenmistir.
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3.3.S.aureus Susunun Uretilmesi

1. Calismam esnasinda stoktan ¢ikarilan eppendorfun igerisinden bir boncuk alinarak
3 ml BHB siv1 besiyeri iceren tiip icerisine ekilmis ve 37°C’lik etiivde inkiibe
edilmistir.

2. 24 saat sonra siv1 besiyerinden %5’lik koyun kanli agara tek kullanimlik plastik
oze ile tek koloni diisiirme ekim teknigi kullanilarak ekim yapilmistir ve agar plaklari

koloniler olusuncaya kadar 37°C’lik etiivde inkiibe edilmistir.

3.4.Lizojenik Fajlarin Indiiklenmesi ve izolasyonu

Kaneko ve ark. buldugu, Sahin F ve ark. tarafindan modifiye edilen faj ekstraksiyon

yontemi kullanilmistir.

1.%5’lik koyun kanli agarda iireyen kolonilerden bir tanesi alinarak 50 ml BHB siv1
besiyerine ekilmistir.

2.37de 180 rpm’lik calkalayici inkiibatorde logaritmik iireme fazma gelinceye
kadar iiretildikten sonra 20ul Mitomisin C eklenerek sabaha kadar inkiibasyona
devam edilmistir.

3.Ertesi giin indiiklenen bakteriler 50 ml’lik santrifiij tiipline aktarilarak 5.000
rpm’de 40 dk cevrilmistir. Cevirdikten sonra silipernatanti baska bir 50 ml’lik
santrifiij tiipline aktarilmastir.

4.Siipernatantin iizerine 1/10 olarak sulandirilan DNase’dan 10 pl konularak oda
1sisinda 1 saat inkiibe edilmistir.

5. Stipernatan 0.2 um’lik filtreden iki defa gecirilmistir.

6. 40 ml siipernatana 10 ml PEG soliisyonu eklenmis ve iyice karistirildiktan sonra
+49C’de sabaha kadar inkiibe edilmistir.

7.Ertesi giin silipernatan ve PEG soliisyonu olan karisim 5.000 rpm’de 1 saat
cevrilmistir.

8.Cevirdikten sonra bakteriyofajlar tiiplin dibinde pellet olarak ¢okmiistiir ve

slipernatan kismi atilmistir.
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3.5.Lizojenik Fajlardan DNA Ekstraksiyonu

Proteinaz K DNA ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

1.Pellet iizerine 500 pl ddH20 konularak birkag defa hafif pipetaj yapilmis ve
eppendorfa aktarilmistir.

2.Coziilen pellet iizerine 100 pl 1 M TRIS (pH:8), 100 pl 0.5 M EDTA (pH:8), 60 ul
%10’luk SDS ve 40 pl proteinaz K eklenmis ve 55° C sitic1 blokta 4-5 saat inkiibe
edilmistir.

3.Uzerine hacminin ii¢ kat1 kadar guanidin soliisyonu eklenmistir. Sonrasida 20-50
pl silika eklenerek vorteks yapilmis ve 10 dk kadar calkalayici inkiibatorde
bekletilmistir.

4. 6.000 rpm’de 1 dk kadar santrifiij edilmis ve siipernatan kismi1 atilmistir.

5.Uzerine 1 ml %70’lik etanol eklendikten sonra vorteks yapilarak pellet
¢Oziindiirilmistiir.

6. 6.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatan kismi atilarak tekrar 1 ml
%70’lik etanol eklenmistir. Pellet ¢oziindiiriildiikten sonra 12.000 rpm’de 1 dk
santrifiij yapilmis ve siipernatan kismi atilmistir.

7. Pellet oda 1sisinda iyice kurutulduktan sonra tizerine 100 pl ddH20 eklenmistir.
37°C’lik etiivde 10 dk kadar bekletildikten sonra 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij
yapilarak siipernatan kismi1 alinip ayr1 bir eppendorfa konulmustur. DNA’y1 silikadan

ayirabilmek amaciyla bu islem bir kez daha tekrarlanmistir.

3.6. Lizojenik Faj DNA’larinin Konsantre Edilmesi ve Temizlenmesi

Elde edilen faj DNA’s1 Thermo Scientific DNA Purification kiti ile temizlenmistir.
1.Ekstrakte edilen DNA ile esit hacimde baglayici soliisyondan eklenip iyice
vortekslenmistir.

2.Kollektor tiipiin i¢ine spin kolon yerlestirilerek DNA ve baglayict soliisyon iceren

karigim spin kolona aktarilmistir.
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3.12.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Bu islem iki defa tekrarlanmustir.

4 Kollektor tiipteki sivi atilmis ve spin kolon igerisine 700 pl yikama soliisyonu
eklenmistir. 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilarak kollektor tiipteki soliisyon
atilmistir.

5.12.000 rpm’de tekrar 2 dk bos santrifiij yapilmistir. Sonrasinda spin kolon
kollektor tiipten c¢ikarilarak ayr1 bir eppendorf igerisine konulmus ve alkoliin
kurumasi i¢in beklenmistir.

6.Uzerine 50 ul eliisyon soliisyonu eklenmistir. 2-3 dk oda 1sisinda beklendikten
sonra 12.000 rpm’de 1 dk gevrilmistir. Bu islem 1 defa daha tekrarlandiktan sonra
spin kolon ¢ikarilarak atilmig ve eppendorf icerisinde 50 pl kadar saf DNA kalmistir.

DNA miktarin1 degerlendirmek amaciyla %1°lik agaroz jel hazirlanmistir. 0.50 gr toz
agar tartilmig, iizerine 50 ml 1X TAE buffer eklenmis ve mikrodalga firmda
kaynamadan i¢indeki tiim agar tozlar1 eriyinceye kadar bekletilmistir. Sonra oda
sicakhiginda 45-50°C’ye sogumasi i¢in bekletilmis ve i¢ine %5°lik etidyum bromiir
¢ozeltisinden 1.5 pl eklenerek iyice karistirilmistir. Ince disli tarak yerlestirilmis
kiiciik jel tabaginin egimi su terazisi ile kontrol edildikten sonra jel hava kabarcigi
olugsmadan yavase¢a i¢ine dokiilmiistiir. 15 dk jelin donmas1 i¢in beklendikten sonra
jel tabagi cikarilarak uygun boyuttaki elektroforez tanki igerisine yerlestirilmis ve
jelin iizerini ortecek kadar 1X’lik TAE buffer eklenmistir. Kuyucuga 5 ul DNA
yiiklenmis ve 100 volt elektrik akimi altinda 30 dk yiiriitiildiikten sonra Ultraviyole
(UV) transilluminatorde DNA miktar1 ve safligi degerlendirilmistir.

3.7.Lizojenik Faj DNA’sinin Hind 111 ile Kesilmesi

1.Elde edilen faj DNA’sindan 45 pl alinarak eppendorf tiipiine konulmustur.
2.Uzerine 40 pl ddH20 (Toplam hacim 100 pl olacak sekilde hesaplanmustir)
eklenmistir.

3.10 pl buffer R eklenmistir.

4.Sonrasmda 5 pl Hind 111 enzimi konulmus, iyice vortekslenmis ve 37°C’de 3-4 saat

kadar inkiibasyona birakilmistir.
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3.8.Kesilen Lizojenik Faj DNA’larinin Elektroforezi

Restriksiyon enzimi ile kesilen faj DNA’smin goriintiilenebilmesi amaciyla %1.5’luk
agaroz jel hazirlanmistir. Bunun i¢in 0.75 g toz agar tartilmis, lizerine 50 ml 1X’lik
TAE eklenmistir. Agar tabagina kalin disli agar yerlestirildikten sonra jel i¢inde hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde yavasca dokiilmiistiir. 15 dk kadar jelin donmas1 igin
beklendikten sonra jele yiikleme asamasima gecilmistir. Kesimin yapildig1 eppendorf
icerisine 20 pl loading buffer eklendikten sonra hafif pipetaj yapilarak karigmasi
saglanmistir. Herbir kuyucuga 20 pl ylikleme yapilmistir. Bir kuyucuga da fajin
kesim pargalarmin (insert) biiyiikliiklerini degerlendirebilmek amaciyla 8 pul Lambda
DNA/Hind 11l marker yiiklenmistir. 100 V altinda 1 saat yiiriitiildiikten sonra UV
transilluminatorde goriintiilenmis ve jelin fotograflar1 cekilerek bilgisayar ortamina

aktarilmustir.

3.9.Faj DNA Parcalarinin Jelden Ekstrakte Edilmesi

Hind Il marker ile insertlerin boyutlar1 karsilastirilarak tahmini insert biiyiikliikleri
belirlenmistir. Bir bistiiri yardimiyla fajin dort tane insertli jelden ayrilarak farkli
eppendorflar igerisine konulmustur. Thermo Scientific’in DNA Purification Kkiti

kullanilarak jelden DNA ekstraksiyonu yapilmistir.

1-Eppendoflarin daras1 alinarak insertler tartim cihaziyla tartilmistir.

2-1 mg i¢in 1 pl olacak sekilde baglayici soliisyon eklenmistir.

3-Isitict  blokta 60°C’de ara ara vortekslenerek jel tamamen eriyene kadar
bekletilmistir.

4-Kollektor tiiplin igerisine bir spin kolon yerlestirilmis ve eriyen karigim tamamen
spin kolon igerisine aktarilmistir.

5-12.000 rpmde 1 dk santrifiij yapilmis ve bu islem bir kez daha tekrarlandiktan
sonra kolektor tiip i¢indeki karigim atilmaistir.

6-Spin kolon igerisine 700 ul yikama soliisyonu eklenmistir.
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7-12.000 rpm’del dk santrifiij yapildiktan sonra kollektor tiipteki soliisyon atilmustir.
Sonrasinda 12.000 rpm’de tekrar 2 dk bos santrifiij yapilmistir.

8- Spin kolon alinarak bagka bir eppendorf i¢erisine yerlestirilmis, etanoliin kurumasi
icin 5-10 dk beklenmistir.

9-Kuruduktan sonra spin kolona 50 ul eliisyon buffer1 eklenmis ve oda isisinda
birkag¢ dk beklenmistir.

10-12000 rpm’de 1 dk santrifij yapilmis, sonrasinda bu islem bir kez daha
tekrarlanmistir ve boylece insert DNA’lar1 saf olarak elde edilmistir.

3.10. Insertlerin pBluescript SK (pBSK) icerisine Klonlanmasi

Calismada kullanilan pBSK plazmidine ait sematik goriintli sekil 3.1°de
gosterilmistir. Bos bir eppendorf igerisine 15 pl pBSK plazmidi, 70 pl ddH20, 10 pl
buffer R ve 5 ul Hind 111 enzimi eklenmis, iyice vortekslenmis ve 37°C’de 3-4 saat
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda Hind I ile kesilmis pBSK’nin self
ligasyonunu oOnlemek amaciyla calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP)

yapilmistir:

Epperndorf igerisine 50 pl plazmid DNA’s1, 5 ul fastap buffer, 1 pl fastap enzim
eklenmistir (toplam hacim 56 pl olacak sekilde). Iyice vortekslendikten sonra
37°C’lik etiivde 10 dk beklenmis ve 75°C’ye ayarlanmis 1sitict blokta 5 dk

inaktivasyon yapilmistir.

Bu asamadan sonra ligasyona gegilmistir. Dort insert icin dort ligasyon, bir de ayr1

olarak self ligasyon olup olmadigina bakmak amaciyla kontrol ligasyon yapilmistir.

Insertlerin ligasyonu:

15 ul insertlerden, 2 pul pBSK (Hind 11l enzimi ile kesilmis ve CIAP yapilmis), 2 ul
ligaz buffer ve 1 pl ligaz enzimi eppendorf i¢ine konulmus, vorteks yapilmis ve

22°C’de 30 dk beklendikten sonra transformasyon asamasina gegilmistir.
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Kontrol ligasyon:

15 pl ddH20, 2ul pBSK (Hind 11l enzimi ile kesilmis ve CIAP yapilmis), 2 ul ligaz
buffer ve 1 ul ligaz enzimi eklenmistir. Vorteks yapildiktan sonra 22°C’de 30 dk

beklenmis ve ardindan transformasyon islemine gegilmistir.

f1_origin

",
ORF frame 2 ™

2855 bp

Sekil 3.1: pBSK plazmidine ait sematik goriintii

3.11.pBSK icerisine Klonlanms insertlerin Transformasyonu

Kompetan DH50 susu iizerine 4pul pBSK ile ligasyonu yapilmig insertlerden
eklenmistir. Ayrica bir tiipe de kontrol ligasyonu yapilmis pBSK eklenmistir. Buz
iizerinde 30 dk sonrasinda 42°C’ye ayarlanmis 1sitic1 blokta 30 sn bekletilmistir. 2 dk
buz iizerinde tutularak tizerine 1000 pl LB sivi besiyeri eklenmistir. Calkalayici
inkiibatorde 37°C’de +210 rpm’de bir saat birakildiktan sonra bek alevinin yaninda

ampisilinli LB besiyerlerine ekimi yapilmistir. Plaklar kurumaya birakilmis, agar
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yiizeyi iistte kalacak sekilde 37°C’lik etiive yerlestirildikten sonra 12-18 sa’lik

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda etiivden cikan plaklardaki kolonilere bakilmis ve klonlama
gerceklesip gerceklesmedigi mavi-beyaz tarama testi ile degerlendirilmistir. Bu
yontem bakterilerde laktozu glikoz ve galaktoza pargalayan P galaktozidaz enzimi
varligina dayanmaktadir. Normalde kompetan E.coli hiicreleri B galaktozidaz
tiretimini saglayan lacZ operonu icermemektedir. Hiicre i¢ine lacZ operonu olan bir
plazmid alindigi zaman [ galaktozidaz {iretimi olmaktadwr. Ancak klonlanma
bolgesine bir parga eklendigi zaman lacZ operonunun biitiinliigii bozulmakta, bakteri

laktozu parcalayacak olan B galaktozidaz enzimini liretememektedir.

Enzim aktivitesini degerlendirmek amaciyla kolonilerin yiizeyine kromojenik bir
substrat olan X-gal soliisyonu damlatilmaktadir. Damlatildiktan sonra plaklar
37°C’lik etiivde 30 dk bekletilmektedir. Eger bakteri p-galaktozidaz enzimi
iceriyorsa X-gal 5-bromo-4-chloro-indoxyl’e indirgenir, devaminda kendiliginden
5,5’-dibromo-4,4’-dichloro-indigoya doniisiir ve koloni mavi renk olur. Dolayisiyla
rekombinasyon gerceklesen yani lacZ operonu igerisine klonlama olan koloniler
beyaz renkte kalirken, rekombinasyon olmayan yani klonlama olmayan koloniler

mavi renge doniisecektir.

X-gal  soliisyonu igerisinde  Isopropyl-B-D-1-thiagalactopyranoside  (IPTG)
bulunmaktadir. Metabolize edilemeyen bir galaktoz analogu olan IPTG lacZ

operonunun ekspresyonunu indiiklemektedir.

AmpR

(selection marker
lacZ

Plasmid vector

Sekil 3.2:Mavi-beyaz tarama testinde kullanilabilecek bir 6rnek plazmid
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Sonraki asamada beyaz kolonilerden segilerek plazmid ekstraksiyonu yapilmistir.

3.12.Plazmid Ekstraksiyonu (Alkalin lizis yontemi )

1.50 mI’lik s1vi LB besiyeri igerisine 25 ul ampisilin eklendikten sonra karistirilmis
ve sonrasinda steril cam tiipler igerisine 2.5’ar ml dagitilmistir.

2.Dort ayr1 klonlanmus insert igeren ve bir tane kontrol plagindan beyaz kolonilerden
secilip, pipet ucu ile alinarak cam tiipler icerisine atilmistir. Sabaha kadar 37°C ve
+210 rpm’de tiremeleri i¢in birakilmistir.

3. Ertesi giin ¢ikarillan cam tiiplerdeki besiyerleri eppendorf igerisine aktarilarak
plazmid ekstraksiyonu islemine baslanmistir.

4.Eppendorflar 5.000 devirde 5 dk santrifiij edilerek bakterilerin pellet olarak
cOkmesi saglanmistir.

5.Eppendorflardaki siipernatan atildiktan sonra iizerine 100 pl alkalen lizis soliisyon
I’den eklenmis ve hafif pipetaj yapilarak pelletin ¢6zlindiiriilmesi saglanmaistir.

6.5. asamadan sonraki islemler buz tizerinde yapilmustir. Eppendorflara 200 pl
alkalen lizis soliisyon II’den eklenmis, eppendorf birkag kere ters diiz edildikten
sonra buz lizerinde 5 dk bekletilmistir.

7.150 pl alkalen lizis soliisyon III’den eklendikten sonra birkag defa ters diiz edilerek
buz ilizerinde 10 dk bekletilmistir.

8.10 dk dolduktan sonra 15.000 devirde 10 dk santrifiij yapilmis ve devaminda
slipernatan kismi1 ayr1 eppendorflara alinmistir.

9.Eppendorftaki sivi hacminin ii¢ kati1 kadar guanidin soliisyonu ve 5 ul silika
konulduktan sonra vorteks yapilmis ve 10 dk 37°C’lik etiivde inkiibe edilmistir.
10.5.000 devirde 1 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatan kismi atilarak tizerine 1
ml %70’lik etanolden eklenmis, vorteks yapilmis ve 12.000 devirde 1 dk santrifiij
yapilmustir.

11. Siipernatan kismu atilarak etanolle presipitasyon basamagi tekrarlanmagtur.
12.Pellet etanoliin kurumas1 amaciyla oda 1s1sinda bekletilmistir.

13.50 pl ddH20 eklenerek hafifce pipetaj yapilip pellet ¢oziindiiriildiikten sonra
12.000 devirde 1 dk santrifiij yapilmistr.
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14.Stipernatan kismu bagka bir eppendorfa alinmig ve silikanin DNA’dan daha iyi

ayrilmasimni saglamak amaciyla bu islem bir kez daha tekrarlanmistir.

3.13. Plazmidlerin Hind 111 Restriksiyon Enzimi ile Kesilerek Dogru Klonlama

Olan Plazmidlerin Secilmesi

Bos bir eppendorf igerisine 8ul ekstrakte edilen plazmid,1 ul buffer R ve 1 pl Hind
[l enziminden eklenip, vortekslendikten sonra 37°C’lik etiivde 2-3 saat

bekletilmistir.

Sonrasinda %1.5’luk agaroz jel hazirlanarak kuyucuklara Lambda DNA/ Hind Il
marker ve Hind Il ile kesilmis pBSK ile birlikte yiikleme yapilmis, 120 volt altinda
elektroforez tankinda yiiriitilmiis ve UV transilluminatérde izlenmistir. Lambda
DNA/Hind Il marker ve kesim yapilmis plazmid ile karsilastirma yapilarak igerisine
dogru insert yerlesmis olan plazmidler se¢ilmis ve bunlar tekrar kompetan DHS5a
susu i¢ine transforme edilerek ¢ogaltilmasi saglanmis, sonrasinda tekrar plazmid

ekstraksiyonu yapilmustir.

3.14. Biiyiik Voliimlerde Plazmid Ekstraksiyonu (Large Prep Yontemi)

1.Balon joje icerisine 50 ml sivi LB besiyeri konularak iizerine 25 ul ampisilin
eklenmistir. Mavi beyaz tarama yontemiyle secilen beyaz kolonilerden her bir insert
icin birer adet olmak {izere steril pipet ucu ile alinarak balon joje igerisine atilmistir.
Calkalayici inkiibatorde 37°C’de sabaha kadar inkiibe edilmistir.

2.Ertesi sabah balon jojedeki sivilar 50 ml’lik flakonlara aktarildiktan sonra 10.000
devirde 15 dk santrifiij yapilmustir.

3.Siipernatan kismu atildiktan sonra pelletin {izerine 1 ml alkalen lizis soliisyon I’den
eklenmistir. Pipetaj yapilarak pellet iyice soliisyon igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra
2 ml alkalen lizis soliisyon II’den eklenmis ve birka¢ defa flakon ters diiz edildikten
sonra buz lizerinde 5 dk birakilmistir.

4. Uzerine 1.5 ml alkalen lizis soliisyon III’den eklendikten sonra tekrar birkac defa

ters diiz edilmis ve buz tizerinde 10 dk birakilmistir.
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5.10 dk’lik sitirenin sonunda 15.000 devirde 30 dk santrifiij yapildiktan sonra
sipernatan kismi1 dikkatlice baska bir flakona aktarilmistir.

6.Uzerine kendi hacminin ii¢ kat1 kadar guanidin soliisyonu ve 30 ul silika eklenmis,
flakon ters diiz edilerek igindekilerin karismasi saglandiktan sonra 37°C’lik etiivde
10 dk inkiibasyona birakilmustir.

7.6.000 devirde 1 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan kismi atilmis, pelletin
tizerine 1 ml %70’lik etanol eklenmis, vorteks yapilmis ve 12.000 devirde 1 dk
santriflij yapilmustir.

8.Siipernatan kismi atilarak etanol presipitasyon basamagi bir kez daha tekrar edilmis
ve sonrasinda pellet oda 1sisinda kurumaya birakilmistir.

9.Pellet tamamen kuruduktan sonra {izerine 350 pl ddH20 eklenmis ve hafifce pipetaj
yapildiktan sonra 10 dk kadar 37°C’lik etiivde birakilmustir.

10.12.000 devirde 1 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatan kismi bagka bir
eppendorfa alinmastir.

11.Silikay1 DNA’dan daha iyi aymrmak amaciyla bu basamak bir kez daha

tekrarlanmis ve sonunda plazmid saf olarak elde edilmistir.

Elde edilen plazmidler Thermo Scientificin DNA Purification kiti kullanilarak
temizlendikten sonra dizi analizi isleminin yapilabilmesi i¢cin Refgen Gen
Aragtirmalar1 ve Biyoteknoloji Laboratuvari’na gonderilmistir. Sekans analizi ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) i¢in kullanilan primerler Tablo 3.1°de

verilmistir.
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Tablo 3.1.Sekans analizi icin kullanilan primerler

Primer | Sekansi Kullanim amac1

b1F1 5’-TAT AGC ACA GAC ATATCA AG-3° Insert 1’in 2. Sekans analizi
b1R1 5’-ATC CCT ATT AAATGC CAATAG-3’ Insert 1’in 2. Sekans analizi
B2F1 5’-AAT TAC TAT GCA ACA AGA GTG-3” Insert 2’nin 2. Sekans analizi
B2R1 5>-GTGTACTTT ATAGTT GTT ACATC-3° Insert 2’nin 2. Sekans analizi
B3F1 5’-GAA TAT TCA AGA CAC GAT CAAC-3’ Insert 3°iin 2. Sekans analizi
B3R1 5’-TGC CGT CAG ATG TAG TCA CAG-3’ Insert 3°i{in 2. Sekans analizi
1-3F 5’-AGT TTG GCA CCT TAG ATG-3’ Insert 1’in 3. Sekans analizi
1-3R 5’-AAA CGC GCT TATCTG TTC-3’ Insert 1’in 3. Sekans analizi
1-4F 5’-ATC CTT GTT CCA AGC CAT G-3° Insert 1’in 4.sekans analizi
1-4R 5’-TCT TTA GCT GGA CTG AAC-3’ Insert 1’in 4.sekans analizi
123T-F1 | 5’-AAA CCG ATG ATA ACG TAG-3’ Insert 2 ve 3 arast PCR
123T-R 5’-GCT ATT AAC GTG TAT CAG-3’ Insert 2 ve 3 arast PCR
112-F 5’-AAA GCA ACA CAG TGC TAC-3’ Insert 1 ve 2 arast PCR
112-R1 5’-GCG ATT GTAAGC TTG ATG-3’ Insert 1 ve 2 arast PCR
123-F 5’-AAT TAC AGA TAA GTA GAG-3’ Insert 2 ve 3 arasi PCR
123-R1 5-TTT ATAGTG CAT CTA CAG-3’ Insert 2 ve 3 arasi PCR

KF 5’-CGT CTT AAC AAG TTG AAC-3’ PCR pozitif kontrol

KR 5’>-TGACCATTC TCT GTC ATC-3’ PCR pozitif kontrol
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4.BULGULAR

1057 numaralt MRSA susundan faj ekstraksiyon protokolii uygulanarak faj DNA’s1
elde edilmistir. Faj DNA’s1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1: Faj ekstraksiyonu sonucunda elde edilen faj DNA’s1

Daha sonra faj DNA’s1 Hind 111 enzimi ile kesilmis, kesim sonucunda dort adet insert
goriintiilenmistir. Insertlerin biiyiikliikleri Lambda DNA/Hind 111 markerdaki
bantlarm biiyiikliikleri ile karsilastirilmistir. insertlerin boyut olarak en bilyiigii insert
1, en kii¢iigli insert 4 olarak isimlendirilmistir (insertl-insert 2-insert 3-insert 4).
Insertlerin biiyiikliiklerini degerlendirebilmek amaciyla lambda DNA/Hind Il
marker ile birlikte yiiriitiilmiistiir. Buna gore degerlendirildiginde yaklasik olarak
insert 1’in 6.500 bp, insert 2’nin 4.000 bp, insert 3’{in 3.000 bp ve insert 4’tin 2.000
bp oldugu saptanmistir. Lambda DNA/Hind I11 marker, faj DNA’st ve Hind 11 ile
kesim sonucu olusan insertlerin yiiriitiildiigli agaroz jelin fotografi sekil 4.2°de

verilmistir.
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Sekil 4.2:

1-Lambda DNA/Hind 111 marker (bantlar bp olarak biiyiikliikleri ile birlikte
verilmistir.)

2-Faj DNA’s1

3-Hind I11 ile kesilmis faj DNA’s1
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Sekil 4.3: Jelden ekstrakte edilen

insertlere ait fotograf

1-Lambda DNA/Hind 111 marker
2-Hind I11 ile kesilmis pBSK
3-Insert 1

4-Insert 2

5-Insert 3

6-Insert 4

pBSK plazmidi Hind 1ll enzimi ile kesilmis ve CIAP ile kendi kendine ligasyonu
onlenerek vektdr seklinde hazirlanmistir. Insertler jelden kesilerek —ekstrakte
edildikten sonra her bir insert bir bos pBSK vektorii igerisine klonlanmistir. Jelden
ekstrakte edilen insertlere ait goriintii sekil 4.3’te verilmistir. Jelden ekstraksiyon
islemi yapilan insertlerin her biri bir bos pPBSK vektorii igerisine klonlandiktan sonra
DHb5a susu icerisine transforme edilmistir. LB besiyerine ekim yapildiktan sonra
mavi beyaz koloni segme yontemi ile igerisine klonlama olan plazmidleri tasiyan

koloniler secilmis ve bu kolonilerden alkalen lizis yontemi ile plazmid ekstraksiyonu
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yapilmistir. Alkalen lizis yontemi sonucunda elde edilen plazmidlere ait goriintii

sekil 4.4’te verilmistir.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

- -d'uiﬂi'-u-u~~--~~.-.

Sekil 4.4: Alkalen lizis yontemi sonucunda elde edilen plazmidlere ait goriintii
Ust sira

1. Hind 11 ile kesim yapilmig pBSK
2- 4. Insert 1 klonlanmis plazmid
5-13. insert 2 klonlanmis plazmid
14-22.Insert 3 klonlanmis plazmid
23-25. Insert 4 klonlanmus plazmid
26. Hind 111 ile kesim yapilmig pBSK
Alt sira

1.Hind 111 ile kesim yapilmig pPBSK
2-7. Insert 4 klonlanmis plazmidler
8.Hind 111 ile kesim yapilmis pBSK

Bu jele ait goriintiiye bakilarak pBSK ile boyut karsilastirmasinda 2 tane uygun

boyutta insert 1 klonlanmis plazmid, tiger tane de insert 2 ve insert 3 klonlanmis
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plazmid secilmistir. Takiben bu klonlanmig plazmidlere Hind 111 restriksiyon enzimi
ile kesim yapilmis, icerisinde uygun insert tastyan plazmidler sekans analizine
gonderilmistir. Kesim sonuglarinin  yiirtitiildigli jele ait goriintii sekil 4.5°te

verilmistir.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Sekil 4.5:

1. Lambda DNA/Hind 111 marker

2. pBSK

3-5. Insert 1 klonlanmis plazmidin sirastyla Hind I11, Ecor | ve BamHI ile kesimleri
7-9.Bagka bir insert 1 tasiyan plazmidin sirasiyla Hind I, Ecor | ve BamHI ile
kesimleri

11-13. Insert 2 klonlanan plazmidlerin Hind 111 ile kesimleri

15-17. Insert 3 klonlanan plazmidlerin Hind 111 ile kesimleri

Sekil 4.5’teki iki insert 1 klonlanmis plazmidden birincisi, insert 2 ve 3 klonlamis
plazmidlerden birincileri segilmistir. Ayrica sekil 4.4’teki insert 4 klonlanmis
plazmidlerden ilki secilerek DHS5a susuna transformasyon yapilmistir. Ampisilinli
besiyerlerine ekim yapildiktan sonra iireyen kolonilerden alkalen lizis yontemi ile
biiylik voliimlerde plazmid ekstraksiyonu yapilmigtir. RNaz eklendikten sonra kit ile
DNA temizlenmis ve sekans analizi icin RefGen Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji
Laboratuvari’na gonderilmistir. Alkalen lizis yontemi sonucunda goénderilen

plazmidler sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6: Sekans analizi i¢in gonderilen klonlanmis plazmidler

1-Insert 1 klonlanmis pBSK
2-Insert 2 klonlanmis pBSK
3-insert 3 klonlanmis pBSK
4-Insert 4 klonlanmis pBSK

MI13F ve M13R primerleriyle hem “forward” hem “reverse” sekanslama yapilmstir.
Her seferinde 1000 bp’lik sekanslama yapilmistir. Insert 4’tin boyutu 2000 bp
civarinda oldugu i¢in sekans analizi ilk seferde tamamlanmistir. Gelen sekans
sonuglart NCBI BLAST programinda eslestirilmis, benzerlik gosterdigi genomlar ve
genlerin karsilik geldigi proteinler bulunmustur. Insert 4° e ait sekans analizi sonucu

sekil 4.7°de verilmistir.
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ARGCTTTAGCGITATCTIGCTICTATIGCTAGAGGAGRACCTCARGAGGCTTACAGTALGRARTATGRACCA
TTTRALACGATGAAGTGLARL L A GAGGTTACTTACACAATCACACCARCTTTTGAAGAGCGTCAGAGATCT
ATTGACCACATACTARRLGTACATGGTGCGTATATCGATALL AR AGRAR A TTACTCAGRAGRATATTGAGR
ITARTATT GG GAGTACGAT GRCGRARAGTTARLTTARRCTTTARCAARCCATCTAATGTTITTICARCAGAD
ACATATTCGRL e TAC TR A A TTACGATARCTTCACTGRALGTACATTACGGT GGAGGTTCGAGCGGTAR
GTCTCACGGCGTTATACARLRAGTTGTACTTALAGCATTGCALGACTGGARATATCCTAGGCGTATACTR
IGGCITAGRRL L GTCCARTCA R CARTTA A A GATAGTTTATTCGRAAGATGTCARAGATTGTTIGATARACT
TCGGTATTIGGGACATGIGCCTITOLALTAAGRCTGATARCARAGTTGARTTGCCARACGLCGCAGTTIT
ITIGITTAARRGGATTAGATALCCCAGRAGARRATRALARTCGATARRAGGCATATCAGRCATAGTCATGGAR
GRRGCGTCTGAETTCECRCTAEETGRTTECRCGCRETTRECGTTGCGtTTGEGGGRGCGTERRCECGTGR
ATAAGCRR A AT TTTTGAT GTTTARCCCAGTAT CTARAACTGAATTGGGTTTATAAGTATTITCTITGARACE
IGGTGARCCARTGGARR A TGTCATGATTAGRACARTCTAGTTATCGAGATARTARAGTTTICTTGATGARATL
ACACGACRLRACTTAGAGTTGTTAGCARLTCGTAAT CCAGCATATTACARARTTTATGCGTTAGST GRAAT
ITGCTACACTAGACARRTTGGTTTTCCCTARGTATGRARAR A CGTTTALRTARATARAGATGAGTTARGACE
ITTACCTICTI AT TTIGGAT T GGACTITGGATACGTTAATGAT CCTAGT GCTITTATACATTICTARLATS
GATGTARAGRL L A AR T TATACATCATTGARGAGTATGTTARACARGGTATGCTGRAATGATGRARTAL
CTAATGTCATAL A GCARCTTGGTTATGCTARAGL L GRARTTACAGCAGATAGT GCAGRACARRDARETAT
AGCTGRAATTRLGGRAATCTAGGGCTGAL A AGGATTTTACCALCCARRRRAGLGAAGGGCTCGGTITGTACAR
GGGTTACAARTTCTTAATGCAL TTTGAR L TCATTGTITGATGRLCGTIGTITCARGACTATTGAAGAGTTIG
ACRLCTACACATGGCARLAGGACARAGATACAGGTGARATATACCAATGAACCAGTAGATACATACARTCA
ITGTATCGATTCGITGCGITATTCAGT GGAACGATTCTACAGACCGGTTAGARARCGCACARRTGTCAGT
TCGARLGTIGRCACALTARL ATCTCTAGGATTATAGGAGGGALCALATGTTALLAGTARLCGRAATTTGAD
ACAGATACAGATCTACGGGGAR A AT A TTACTTATTTALTGATGRALGCCAATGTTGTITTACRACATATG
ACGGGRCGGALTCCGATITATTARRR L A CGTTALTGRAGTALGTARRTACATTGARCATCACATGGATTA
AR CGACCTAGATTGARAGTGTTAAGT GATTATTACGAAGGTARARCTARGRARACTTAGTTGAGTTARCE
CGARCGCRARAGRLGRGTACATGGCAGATAACCOTGTAGCGCATGATTACGCATCTTATATTAGCGATTTIA
AR CGGCTATTTCT TGO T AR TCCARTTCARTATCARGATGATGACRALAGAT GTATTAGRAGCTATTGA
GGCGITCAATGATTTAR A TGATGTIGAGT CACACA R TAGATCTTTAGGATTAGATTTGTCAATTTATGEE
ALAGC

Sekil 4.7: Insert 4’e ait sekans analizi sonucu
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Insert 4 toplam biiyiikliigii 1.966 bp olarak belirlenmistir. NCBI BLAST programina
yerlestirilip karsilik geldigi proteinlere bakildiginda elde edilen sonuglar su sekilde

bulunmustur:

-Terminal small subunit
-Phage terminase large subunit
- Phage subunit portal protein

Insert 2 4.000 bp ve insert 3 3.000 bp oldugu igin bu iki insertiin sekanslar1 iki
seferde tamamlanmustir. {lk sekans M13F ve M13R primerleriyle yapilmis, gelen
sekans sonuglart NCBI BLAST programinda eslestirildikten sonra i¢ kisimlarindan
birer primer belirlenerek ikinci kez sekansa gonderilmistir. Insert 1 ise 6.500 bp
civarinda bir biiylikliige sahip oldugu i¢in ii¢ kez sekans analizine gonderilmistir.
Insert 3, 2 ve 1’e ait dizi analizi sonuglar1 insert 3, insert 2 ve devaminda insert 1

siralamasiyla sekil 4.8’te verilmistir.

Sonrasinda dizi sekanslarmin NCBI BLAST programu ile karsilik geldigi proteinlere

bakilmis ve sonuglar dizi analizinin devaminda verilmistir.

Insert 3, 2 ve 1 NCBI BLAST programinda yerlestirildikten sonra insert 3 ile 2
arasinda 2200 bp ve insert 2 ile 1 arasinda 1500 bp’lik diziler bulundugu ve bu
dizilerde ayn1 genlerin devamlilik gosterdigi goriilmiistiir. Bunun iizerine Insert 3 ile
2 arasindan iki adet ve insert 2 ile 1 arasindan bir adet primer (Primerler tablosu
gere¢ ve yontemlerde tablo halinde verilmistir) se¢ilmis ve PCR yapilmistir. PCR
sonucuna gore aralarda kalan boliimlerin de faja dahil oldugu goriilmiistiir. Asagidaki
sekilde insert 3, 2 ve 1’in aralarda kalan boliimlerle birlikte sonuglar1 toplu olarak

verilmistir.

59



CTT TR T e L A S G T T A T T L T O A T TR O G T AL T TCAT AT T TGETAT ZTA
TTCAATGTTAGETTTCGT TARAGGTATAGATAATCAT TCARGTARAGTTATCCGTARTGTTTCTAATGTT
oG T A A AT AT TGAT G AT T TC AR TACA T TAN A A C TG AT TTC TR TAT TACAGERARCT
TAAGTAATTTAGETGEAAATATAAATGCGCAAGTACAACAC A ACATTCTATTGAAACATCACCGARCAT
G CTETTAAAGTTEAATTCEATGTCAATARCGATGCGCTTACTAGTATIGTTARCGECAGARATGCT
AMACGCAATTCTGAGTATTACTTATAAAGEAGETTACAAATCGACATAGART TARCAARA AL A GETGETA
CTGTRATCALATTAAGTGAATACGEET TTATCGT TARCGATATAGTAATTGATAGCATGCARATCAACAC
AMAGTATCALGACALAGAA A TATGAACGETCGTATAT TAATGGGRAGCART TATATCAGTAGAGATATA
GTTGTTCCTIGTTTTTGTARAGT TARA R AT AT TCAGACATTGCTTATATGCGAEATATGTTGTATTCGT
TAACGACAGACATAGARCCTATGTATTTGCGAGARATCAGARGARRAGAAGAGTTGAATTACAGSTTTAC
TCAACCAACTTCTRATGATTACGTGARATTAGATARR AR AR TTCCCGRAT TATGAATATTCARGACAC
GATCAACRAAATTTATGTARATGETARACAGTATAAAGTTATTTTTARCGGAGT TATARACCCTARACARR
AMGGTAATAMAGTTTCTTTTGALCTARARTTCGARACTACAGAATTACCATACGETGARAGTATTGGRAAC
AAGCCTAGAGT TAGAAGAE AL AL AL GETTGEAT TG TGETORTTTRAT TTTAATATTGAT TGERTGCA
GECGEAGACAL AL GE A A GTATACATTTGARRATTTGAGCARAGGTACAGTTTACTATCACGETARTIGCTC
CTALCGACCAATTCAACATGTAT AR AR AGATAACAATTAT TTTAGGCGAAGATACAGAATCETTTGTATG
GAATTTAACGCATSCTEAARTARTGARARTCGARGGRAT CARACTARARGCTGERGACAGARTTGTTTAT
GATAGCTICCEAGTTTATARARACGETSTCSARATARGCACTRARACGARCATASCCCARCCARRATTTA
ARTACGGEAGCTAATAAATTTEAGTTTAATCARACAGTTCARRARGTTCASTTTEATTTGARATTTTATTA
TAAGTAGETGTCAGAATGACAATARTTETARGACCACCTARAGGTARTGGCGCACCTGTACCAGTAGARR
CAACTTTAGTAARR AR AGTTARCGCTGACGGTGTAT TAACT TTTGATATTCTAGRARACARATATACTTA
TGAAGTTATTAACGCTATAGGGAARAGATGEATTGT TAGT CATGTCGARGGTGRAALCGACARGARRGAR
TATGTALTALCTETCATTEATAGEAA AT CAGAAGECGACAGACAACTGET TGAATGTACTGCTAGRGARE
TTCCTATAGACARGT TAATGAT TEATAGGAT TTAT ST TAATGTARCAGGATCTTT TACACTAGARRGATA
TTTTRACATTGTGT T TCAAGGTACTGGAATGCTTTTTGARGTCGARGGTARGGTTAAGTCTTCGRAGTTT
GAALATGETGETEAAGECGATACAAGGTTAGARATGT TTARMAGEEATTAGAM ATTTCGSTTTAGAAT
ATAAAATAACGTATGACAARARGARAGACAGATATARGT TTGTATTRACGCCTTT TSCARATCARAARGC
GICTTATTTTATTICTGACGRAGTCARCGCCARCGCTATARRACTCGAGGRAGATGCARGTGATTTCGCC
ACCTTCATTAGAGEATATGGTAATTATTCAGGAGAAGAAACATTCEAR ACGCTGEGCTCETARTGGARG
CTAGAAGTGCATTAGCTGARATATACGGCGACATCCACGCAGAACCATTTARAGATGETARAGTGACTGA
CCALGAAACTATGEATARAGAATTACAATCGAGAT TRARA AN TCETTARAACAATCTTTGTCT TTGGAC
TTTTIGETGTTARGAGAATCATATCCAGARGCAGACCCACAA COGGAGACATASTACARATARMATCTA
oA T A GET T T A TG T TT AT COGT AT AGTACARCT TR A CGATTRAGGEETATARRCARTGTART
TETTARGCAAGATGTAMCGCTTGETGASTTTARTCAAGA A A CGATATATGARAR ARG TTAATACTGCR
TR TR TG T T T GEAT TR R TGAT GT TARCCT TTCT AR TOCTAGT AR RGOGECAGAR AL CTTGARGT
CTARRGTAGCGTC AR TAGC TR R TC AR CTCGAT TTGAT GATAGARCTGATTTGATTGALGATR A RCE
ACAGAAAGTGAGTTCTAMGACTGTALCTACATCAGATGECACTATCATTCACGATTTTATAGATAAATCE
ALCATTAAAGETGTAR AL CGATTEEAACGATTEECGAT TCTETAGCTAGAGGATCACATGCGALAACTA
ATTTCRACRAGREATGTTAGGCARGEAGTTARRRGCTAR R RCGROCA RO T TGCAMGRGETGEOGCALCART
GGECAACARTTCCAATAGRTARAGAAGCEETAGAARACAGCATT TATAGACAAGCAGAGCAAATARGAGGA
GRCCT AN TCATATTAC AR GET ACAGAT GAT GACTGET TACATGET TAT TEEECAECCTACCGATRGECR
CTGATALR R CCGACERCT AR, AT TTTACGECGCCT TTTET TCTGCRAATTGRARGT TATCAGGRARRL A TR
TCCAGCTTCAR R R T T TGT AR TGACAGCTACTAGGC AR TGO CCTAT GAGT GET ACARCGATACEOCET
AR GATACGEACA AL AR A CTAGEET TARCTTTAGAGEATTATGTCAATGCTCAGATATTGECTTIGTA
GIGAR T TGEATGT ARG AT ATGAT GCCTATCAT ACAGATTRTTTTARACCATATAR TOCAGOETTCRG
ARRATCAAGTATECCAGACGEAT TGO AT CCGAACGAGAGEEET CATGARAGT TATTATGTACGRAACTTATT
ARRRRTTATTACCAGTTTTACGEATAGAR AL GEAGEARGACATGRATARCARATTAATTACAGACTTARG
TRGACTTTTCGAT TACACETAT CTAGR TR L TERGTATART TTCARGCTTATT TCAGRCATGCTGRCT
GATTTTAATTICTCTCTTGAATATCATAGARATARAGAGETAT TTGCACATARTGEAGAGCARATARAGT
ATGAACATTTALATGTTACAAGTAGCGTCTCTEACTTTTTAACATAT TTARACGETCGATTTAGRACAT
GETACTAGETCAT ARCGECGRCGETAT CARCGRAGTAR A AR GOGOETGT TEAT AR TACTGETTRTGAT
CATALGACATTGCAAGATCETTTGTATCATGAT TAT TCARCACTAGATGCTTTCACTARAAAGETTGAGA

o
o
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GCTGTAGAT AR CRCTATE AR G A TR TO R GOCAC AR AT A O TT OGARC CA R AR QO R RERACT
GELRTTCATCRCRCAT I'I'P.I”"'” CLTRTAC IP..PLE CLGTRATCECAATCRTT TTGEETAGRCCCTAGRRCE
ARRRTTATTTRATRATCLOGE CETC A GETRA T A TT R AT ETTAT CTACATT GRRRC OC AR GERT
ARTTTATIGRATRELTTEC I'I"'I'IP.P..P.PACSSCGGIgA””“IRLACMMIauGTMMMRJTIaM”“

M‘LI‘I‘P.I CATTTATTCACCTGTATT AL A GTARC R B O R RETT TETACGT TTCCALTETRAGR
A TGGAGRL AT A TT AT T AL TR, TR ML TETCR TE OO GRA TR TR TTT AR CEACRGATAT ACGT
CRGCGATTTATAAT TR R TTT A TR TT TT TG GT GAA TA TR AR OO R TR R R CRC BT
TRL L T T T R TT T T T CTT AC LR CTECT GRC GATATTCAT AR REE TATRCAC AR RETATTE
TR TCL e TAT A T AT e G R T AR ST T G TR R R R OO TAT GO AR EET AT CRCTTATEAT GCRE
GTATCTTATAT TeCTA TR A T GATTC AL T AR GO R OO CT AR TR ST TR AR CETTTOGATATR RS
ARCALRRRCRRTTETTATTTAR ACCACCTAT CGRTRTTEECEE TMMIM"I‘I’I GELEACTTC
CRLCL R TR GEETCTAGAT AT GTATTACGA TCTACR AR CR GERACE GOGCTTTTRRTREEGETAR
CTATTGEGRCCT “TMM;&&I&’TMT&HE CATCGECCARRGRECTGTTRACCLATTETT
ARRRRRCRATTECROCTCRRACTATC PM., GATTCAGECEGRCGTGTT AR A GT TROCARTACA G RT
CCLECATATCTRACTCRTRATTRIG P.P.ﬂ:- GETCRTTACTATATCTRTRCECRARGRCACRCRRRATEC
TR GET T T TR R L e e TT TR R C A T GO A GE TTC T TCTI T GA TG TR TGO TR RCTAT AR
TGETGCTCT AR GAC AR CTACT TR OCRGA R TR ECACAE "IP.;P.P.MAI,:CTIP.P.MIU,:AR GTETCATT
GRCRTTTTCRARTARGRRRRAC R ORERCCATEEARTT TCT GTOCEE CECCGEE GEGARCRTR
TCCCTAL R T A TTAC AR L TR TR TT TR R T T TEET TTAGRTT TCTATAT CRC TRCTELAGE
ATCARR R AT TTA TR TTT T CT AR CR ST TTR R CET AT TR A CT TEGAT AT TAGAR GTLAR AT G
ARTRCACCLEETRLCLCR RO R TAT TR AL TR ATR RO TT OO GT CTRCRCATCRATTTTTRGT TR
GRALRCTTIGETRCTEETGEIETTGET GELCTTTATT CGAR L AR CETEETTGRATR AT GET AT
GRTRATTITTCGARRCATGATRRCTTRRTC ETMMMMEMMTMMTE CEETTATTCLCR
CRA R AT R CTTTCTA TG T R A TR G BT GETET TT TR AT TT TR TR RO TRAGA R TR RO RE
ACCGTTATCTA TR CTTCTCL RO AT CTTAR AR CAT CTATCGT GT TAR BB BEDG "'P.I TRTARCETREAT
AGRGECECTTATATTTCRGROGL BT TRR T MASIP.SAE“EAMI‘M GEGCOETTTECACTATETGATRD
CEARTGLATTTTTR R MR TT R GE oA CE T AT GO TR GG CATTC TT TRCRC AR AL CRCEAETRAATRR
I';I'I';I'I'"'I'I A GT R R TT TR G T C AR TR TT AR AR TEA TT TR TTACTEEETTTCAT R IP.IML-_A

CTTGITTATAT AR T TAT TCARGRT A TR T O ARG CTET CeG TR AR GRETTTR ROCARTT.
P..P.MI‘AI GCTGEATRCRC AR G TTAR TG R AR A CT CRA TEAT MET GO CACRR AR R CMIUP.P...,P.P.M
CEALRATCRRCELAR BOCR M TR TR CC TR TTA ST GO GO AR CT A TEC AR CR CR R GO TET TRER
GC GMHE%IMIE“IT%TMJMLMSCaAHTHaALuaI;ITMua&AgIT;MCMCMEI
TCARTEGEOGCTGROCTTICTT GETRRTTCRA R AR TTEE AR AR CTCTR AR CTTRC TEATCGAT TR
CEGTAR LA TT AR TG TR R TO A TR R TR CT TT TRAGC GCARTTARCACA T TREEATT
ATTCARTATCACTRC G AL G TE O CCC R A TT TR R R R T AT MR CR CT TTRGAGROCCCTLAR GR LG
ATEECETTGATCATEETTCTG M"IITMP.:LMEI&&AIA"IITA““M GECTTGTTRETTET
ITATGTTET TeAT G R A E TR A ST OET GO TR CAT GETAT CC MG ACCAT TCARA TEAT CACTRCRC AR
TRTRRARTORETEECACATES IATUEGIIUIAIMMJH&”%MHMEMMTI#

G :SG:TMMMUJ;.ITIMILMJFTMJLArTAI TRGATCATRRATTCGERRCAROCRCEETE
GCAR AL R TR N TR L CE O AT CETC AR T CA R TT CA R TTA R TTARA TR R T COGCR REEOGET
ITGEGATATTT A T T GET A TT AT AT GO AR R A S E T O GEA TT TROCAGE TR GG TTGRARGTT
AT R GGETTATTTA TG TAT T T TAL A AT CAT AC R O R ST TT TR MCTTCRCACCTTATR RETC
Tonpn R AT TT AR CR AT AR TC AR R O e AR CTT GAGC AR M T L LG TTCCTARTEARCET

ARRTCRARCGETATTGTTCGROGETEECEE GETCTAGCTRC LA AR TCRATCTRACTERROCETACR
CRA R TATTCTATT TT T TG TR L e TR CT TAT OO M TR G T AT TR EATT CRERCTRAOCED
ATTRCCTRLOGCGATTCRATTEAGT GTAGTT GACT CRGRC GG CRAOGET GRCEETATTTAT

GLG GCHASIMCMTASCACT&HTPAS&AIA%HACSM GTACTTTGATTTAGETR
ARRCRTCRGETTCT GERECE GCoCARCR AR CTTACTRTARCTARR AT TR TEEEETECAR AT AT CALD
ATCACAGTLRR G TR AR AR OCn BT T A TT e TR AT AC TR CEET TTRCGCRATRGTTTRAGATE
TRGRTGATR R T T O TR TT A A TT TR L G R G CTT CE L R OO T RCR R RETTTET TTTCRCTRROGE
CeARATTAR AT A R T AR TT TG R L L E TR OO GR A TECATC AR R OO AR CRB RETEOETCR
GRTTTALCT AT R CTT e e AR TEET TRCGAGTA TE R AT GO A ET GG R ARG TR AR ETRET
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GTTTGGEET TACTA TR A A DR GO R TT R A GT G CT A TAGRCAR GEGT TTR AT CGATAR A GAR GR AT
AT T TR TR T GEAGAR L L T T G RR R R AR B TR R C T R R TG TRATGCT TET GECT
TTTTARTTTARTA R T GG TG A TR R T ST TTGATI TR CR AR R CATEA RO AR AT TG EOGTT TR
ACGCGLATTAGR LG R A T R TR G CTA T TT TR AR R T T GR CRC A TR GAR G TR GTCTT AGAGDGEE
AL GRR R TTTAT AR AR T TR A TR R R T TTT R R BT TR ARG OGACR AR CT AL RS,
GLATRALRGRRR oD AT GO R CA R TRTT AR AR TR AR BT CT A TT CTAGETT TEATRAG -\:JL\.-I.FLIL-
TTCRGTRIG P.IT"I-_LIA“"II'IIL.,IM'.\:JL&JT“TI‘IIT "'IP.IITM GERGETGRTTACCATECTTAR
GGSAII'I'IP.:;AIP.IP.:"I‘I EETCGTETT T GETTI GETAART GTARRTR RO RCTTR AGRETCAGT
GO TG A CTGECTTTTIAT TT TGAT T AR R TR G T AT R AT GEAT TROCTAR TOC GRRRR BT RG
MGEEEEEP.:"I‘A"TM GIT AR TG0 TRTATAT OGCTR AR AR CR AR TR COTATTEATETR
CoTGET T T GEAAT G GA G R R AT GO T GE R TITAC CTR AT TR TTTAC TCGAT AR AT ATT GEEEATT IR
GRR R TR T GO TGAT T AT GO TC AR R TCTRA TT AT R G TRAGRGATTTCRARGATRATT AL
A TR R T TT T AC R AR O R e E AT G GET GT TT GRA T GE TG TT GEECAGETCRATC IR
AL AT TEIAGT GGG A TG R AR A N R TR TG T AT ET GT GRATC AR RAC TR ETATRACRARTRATS
CRRCRGEARGT OGO T ATARRRT R R R TCT TATCA TG AT GRRCC AT EAGERET TRRRTATTT
GITAGR AR T AT A T GERG A T TR O O GC R CC TR R CR GA B TEAT RET GATCGATRRD
GLRLR LR TR TR AR A T TR RTIT SRR R R TETRACE R TETRR RCTACACTATTTCTRECCARG
GET AT T AT A GA R TR TR TT TA T R CT TT ATAGT ACA RE T AR T O RCCAC TOGARAR RECTRRRGE
AR TR T AT TAGRR R G A G A TR ST O TR R RS TT TR T AT R A AL TR GEARGAR R TR RD
CLGGATGIAGR A TA TR TT TTATGTT GRCAGACATR AT AT TTGGECACCT AGAR GAGCT GIATTIG
A GTTOCTA R T GAR CCTGATTAT AT AT TA TR R GT AT G T AR GA T TR TRAGTGOGAGTAR AR ATRARTT
TR T T T T TG A T T R G A TG T T G T A TG TR GAT AT GA T GE CC AR R TR TG AGATRAOCTCTARGT
ATTGARLRRTTT AR AT R ER R G A TT TG TT CeA TG TT GRARC AT GTTARTT GRAATATGRAT TG
AR GETGTT oo O TR R TR R TR R R ST R TT AR B B A TTRCTTAATATATT TRRRR BT AG
AGARL R TR T AR AT TCTAT AR T AR SRR A TR RO B BT CTR GR R TR AETT ATGET AGATART
AR R T GATAT A G AR T ET AR CA R TC ATC A CRR CE GO TEA TR R TGEC TOGECAT CTARRCART
CGC “AICAIMMC%’TCCHAIALAHMMCASIQQAIMRMM““"M&’TM
CCCGARRRRRTET GEEET TG EC TR RO CT RO R O RGCRC AR RO GRG TTCAGCARTGARTETT
AL LT TeGEA R R Ge AR R G AT o TR O C R AR TR TT AR TTT RGO ARG TR TC ARG EOGTTIC RS
TTAGT TG TT AT AR A TR TT A B e TR R S A ATT GR R T AR T CA R ETR AR GO GTT OGCRG.
TTGTAR R L e AT T TR R TT TATT TR TGO CR TG CTT TCTTAGA AR GT GEATATS MLJL
AGTRACTTCGCTALCGER AR G TGERETATACARCT ACT TOGETAT TEGCGCT TACGACR RCART OCTA
A TRCGCR A TeR G TT TG CTAGGAR TRR BT TEEACATC T CRGCA BB RGCRA TC AT GRGOGEIGIT AR
CT T CGT A e A T TR R T R R R GG A A T AR CT GTAC R GR AT CRG AT CEARTOCTARGR AT
CCAGC TR AR AT A G TR TG CTATAGRGT G GT GOC AR CA TR RECTRGT RC AR TOGCTRAGCTAT
AIP..P.AUP.P.ILI"“"”HM:’TM’TAHHM%MTMIMMMJL GIGTATARATGTR
ChRL TR TR TT AR R GARTR AR R BT AT GET GT TGRS T TRGE TR CATT GRC TG TOGATTT
TL AT A TR R AT AR AT CT A TR R R AT A CTATC AR TR A R A AR GETCGTATCGATCTRAR
GOGC “""ITP..P.MP.M’TP.\:JLITSCAITI TTTATGEARGAT GECTCTATATTCARRAR TEARTOCC
TR AT G G T T G AR R e TTC T TR T A AR AT R CTR AR R CET TR TCARACROGCTEET
IP.I;IP.-.SII;IP.P. IaMHMﬂMMWMI;IEEGﬂR’TM’THQMIﬂ
T AT TR GT G AT TG AR T T o T T A A LA G A T O AT GTT AR AT TEE TR CA TGATGCTATT AL
GLGAATCTT AR A T A e R CR GAT TT AT TEA GO AR A GR CT TTR AR GRGAR AR TR CATRA RER TETE
ATTTCTTACRTCGARA RCARTCR AL CTAGATT TAR AMETECGAR RGETEAT AR GEOGARC OGEEACA LT
CTGGTIGE "IJJ.:&:’TMM#JL;AALMGG"“IACCCSGIM GTACTETRGTRTC
ALTCRARTCCTGRCACTARARTE EAP.MI‘SM GTRRRGRTRCRRRTATCRARAGCRGRAROCTEAGTIR
TTGGACARARTCARTATOGCRRATS GEGTTRGALCETRRRTTGOARGRLCTTGALARARACAR DS
GECARCTCTCARL G CTCTARA LT "'IP.I'ALA,:J'.I TCRRRARTTECTGRRCTAGTT GATAGOGOECCTGR
ATCTATGARTACACTAAGAGE AT TLGCAGA MG CAR TR CAA B CH BT CTAT TICAGAR MET GTATT GG PA
CLGATTGECTCAAR R TT AT RCRGARGAT TT TERACGAGET TCAARCR AR CR TTR AR CRETT TGTATGC
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ATRRARMTCAT R ETCRTACRR TCRR R R TT AR GEATTRGAL BR TR TTTATCR AGRAR ATCASACLT
AR TR TR T T e G G T AT ET T TT G O CT O T T GA AR A T AT TTGTT GT TOGCCTAT TR
TR R GTTEATT TT o e e TR TT G TGO AR T TT TR A R CT T CT TG TCT TTTRCTTATATTGATR
TRTRTRGTTTT TCT GG TIA TG AR TA TR R TTR R T TTCOC RO TR TETACCT TOGATTRRATTTTCCR
CRTTTCTTTARCCRTR TG TTT CCoC AR TT AT GAGAT TTCAT AR A G T CATTA TG TT TIC AR BOCAGET
TG CGEC L Ga L TT A T TT e A T A TTT TTATT TA TR R CT AT CET AT CTTCT RAGTTET G
ITTTACCTGTT AT T T S T A N TT CEATTGT TTT TR ATACT CCACT GT TR TCT TT TACAT GEATCEEC
TRTTACTCC RN e e TT TR TT AR R T R R TTC A TR R T O TTA TR T CCT CAGT TAT CEOCT CRAC
GTTCATTTTTRATAGTTGRLAT A TTRGERAGT COCTACRACR TR CRGTEATATTCACTRCR AR TRRETCC
TRG GITARCTGETRACTTATTARRATTTECTCATTR AR R RTEAC A RAR R TR RRROCTRTTTTC
EI” I'I'I"'I'I'IAEEIRIA.M'I\:J'.EETITM"I"IMJITTH"IHU"IULIaAHaﬁEEMATUMM"I
GTAR AL G TR T TTCCT TC AT GO CT AR TR M CT A TCTRA R T AR TERETTRATTTRETTE
CRTCGCGTT AR TAT CO G AT MR E TR R R T CA A TR TOC AT AR COGCR AT AR TER CTREETT GCAGTTT
T e AT T A T A T T G T T C T T TR TT OO GG AT CTC TATCATCET TTCTTCTTET TETE
ChA TR T TG TR A G T T T AT TR R T oG CT CTT AR TTC AT ET TTT G TEECT TTCTTAT AL
TRTGETRGTGTCGEC AR AT CTC TE oG AT TECTACR RO C AL R CTECR CTTRC TC AT MET RETROCTCC
COGCTRCTACETTOGTT TTA AT TGATT TTTT CTCAR ATR TETTRCCRACT TTT GA RS ACTOCCTTTTET
TRA T TR CTCTAR AT A AT A TR R CT L G R CTEAT RO CET TR OGO CACCTTTCRLARCR LG
CCTRA T AR TTTTC R L AT OO GG T T TT CT AT A R G CT A R O ATT CT TG RRECT GO CTR AT CEA TEAC
ATATGETITTATCT e oC TR LA R TOE T TT GER O GCTGT A CRL CR TR AR CATCGTT GATECCROG
ACCTATROCAETRC AR G TR CCAT TRACT TOGTTGR AR TCT AR TET AR TR ACR TR TRCTOGTCTTRRCE
GRT OGO R T A CTECCTT A TT GT TG O O CC AR O TTTTT CRAT GTTCTGCTGT TG
TR G AT L e e T AR O R TR G L G TT AR R T TT TR CT CT GTC G GETEC TAGTC RAGT
T R G eI TE T I CT GEATT TTITCTT TG T GAT T GET GT TG EAT TTCGTCATCTTGRATT TTRAGT A
TTTCTRCRCCRATTTCCALTRC GEATT CECRC AT CRTTGEEATTTCCA TR TCRAT AT ETETTEE
TECETCCTTCETTITCCOCECT D ILC'I'I'-.,'"IMP. CATTGCCTARTCRTTTROCT GELRRTRGTTCTLAR
TCT TGO T A A S e GT AT C A T T A T OET TG TG T CL AR OO TT O GAR TCTRCTTAETET TCLT
CCA R CCGTA TG AT TAGTT TATCC AT TATT TAT AL TR A T OC ATE RO TTCATAC AETTRGT TROCCGE
ETCTATTRCGC T AT AR GR A TT TT TTACT TR T OGT TR ARAGETT CTT RO GO GAT CTRARCRR CTTTTTT AL
o T AR TG T TG TC T T AT G T T T T R TG TTA ST TR AR T G B TTE TR GT RO EELET AT CT
TCARGCCRRL R T T GROCR L M T CT CA TTC ARG O CL GA TR O ET CTT TTGT TOGCCLRCGTTE
AR TTTCTEATGR AR TR T T TC TR AT OO G AT G TR O TR CA TTT TR TGO AR OEGTGRC LR GATT
ACTCRGTTC RO GRR GT T ATT AT GT AR TT TR T C AL O T A CTACC TT TECATTATTTATROCATGR
AT AT TR T T T TT A A T TR R T GT TT GO G T TR TT GETTAGT CT CAT TCTT TICACCOCGETR
GRATALCLR L CET L O R T CT AL e TT R CC M CTA TA R A CTRA TRT ETCTTCRCTRCR AT ET
TCTRCCAETAC LR AT TATA T T A O TOC O GT TGO AL TR T AR CEEAT AR TCTTETRCCTTR
CCRRGROREEETRGAT TRGTCTATARTCCACT GAATACCCCT CT TTAGT CRATC TTACTETAT CRASTRACR
GRTRAR TTCCT CCR A A TCTA TG G R L GO TR R TE TR AR TTTCTATTTTACACGAT AR TRR RATE
AT CTTGLAL R T TR L A e TT T AL TT TR AT CTATT CT COG T CATGA TG CC AT G AR CECAT AR
ARRRATRCR AT AT ORI EER M OO TCAL LR R R TR TR R AL TETETACGTAETTEATRRRTE
TRGRTRGRARC L TEEETTCGT RO RGT GAOCCRC R R A B RL TR TR TCTCTCGTATCR AR METATGR
TGAGGEECATCATA TR TACTCRA R TOET AR EECEATETTETE GCOCCCACGAR AR RTRCRATRTELA
I'SP..P.MI‘MP.IUMEEIUPL'IIMMMRIESGSCE"I"IEEGG'IMAI‘A\:A"I' GRCARCCREEEOGTCCT
CI"M"‘P.P.G"‘ T T T AT AT G TR TR TR AL CTETT CTATC TC ARG AR TETCREAGATET GETE
GTATGATCRATGROCCLCCRRCRR AL AR CR RO EETRAR TR CARGR CAGR TEATT TEASTCTARTAR AL
TEIAIEMMRIMMCTMTALMEEIU"I-.,ITI'IP.IAEEI"IMITAITEEI TRTARTTTETTC
TGTTAE TR T TR R T TTT O TG AT TT T A A T A TR T A e B ST TR TR TET T TT AT RACTRTTEE
TACTTTATTTT CTT AR T TTACTT TCT TTAT CTT TTACATT AR CTT AT ACGTERR CTATTTCTRAR ARCT
GTTTAR AR TTGRARGT AR T TT TA TG T ST TA TR C TG ST T T AR TAT TTATATC GO GRAATARATTTTAR
TRTTTRTTT T R G CTCTT A A TR R TT R R R T TTCTT TT G GT TR RATTTTTRATTECTTTT AL
TGATAR MR CCGTART AT TATCACTTTTTTCTATGAL A TR RO TTR AR AR AR TCTTCTOC AT GTTGALA
TR CCATT A T GA TAGTEAT TTCTT T TT AT G TT TR G TT AR T AT CR AR DR TECTTCACCTATTT
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CTTRRTRTRRR AT T AT AL O T TR T O TR GET CT TR TR A TATCTTTTCTATCATGTT TR ATRATAL
A RGETATT AL T T TT AR R TT A T AT AT GT TTT OGAGR R T TR AT CAR CACT TRETCART TRAR
CITGAR AT AR TR TTTTRCTCCTITTTAGTICTTAGRCTAR AR R TR AT R CT CTTARTTRCTTE
TGETTTATTR RO CT T A T C R O TR A S SO G R T O CA T AT AT R TRTRA O CATRA RRTOC T
ITGATTTICTT AR T TR T CGTTGT TTATT TT TRARC AR ATT TT TEACACT TCTTCOCGRACTTTTITRATT
GCTGAR TR T A T AR TCT T TT CT AR TR R CEA R OO AR L CE R CTARTTRTTTTETITTTITT
TRTRGTTRCTTCRL R T T TT R TR T O AT TTC TR R TATGRA RO AR TTTGATGATARTAETEE
ITTICTTITCCCT AT AT T A R T T TCT TT TR TR A AR D CT TR TET TRET CCRETTATRRCR
ITTITTGITTAGRCTTCT TG A CA CRG R O CTT AR AT T TT TCARR CTARTTTTTARATTTIGECCC
TTTATCTITRRRTAGGTCCTCATRATS “TETI"IMATIAIP.]TEMMITI”I’TMEMITAMM
ITGCGCA TR T AT TT T TR AT A T TR R TT O B S TT TR BT CT A CTRC TR TRR R TTTOGEE,
ToTACR AT AR T TT T GTA AT GG OGT AR R R TR AT AT A TECTT TTRC TATRACT GTRRCTTGATCT
ACTTICTTIARTAT AT REACATATRCTCCRRCATTCTACTGT TTACT TTTTARACTTTARARATTTCTTC
ATRRTT IO TG TG CT AT TTA G TG TTA TS TT CT T GT CAT AR AT AR RCTC TTC TOCTRATATTTTCCRE
ACTAR R AT AT AT T T T TR TS TTTTT CT A TR AR TTT TTECCAT TTCT TTTTCCCCTTATRRA RETT
CITARRTRRTRR AR TR T T TR O R TT T A TR AR TT RO A TG AT TT TTATATE AT GTTTATETT
GCTTTATCTATAE T T oA T AR T M e G GET CeATT TCTATAR CEATTTA TR R TACTATATTTTCT
AT GAT R T A T R e T TR A T IO TT GATAT CCTGT TOGT TTT AR TT GEART GARTRCARCCATTC
Anpnm R R LR T T TET TECTTAT TT TT AR RO CTC A TR CCA TR GA CEA T TOCATRATEACCTT
oG GAT T T AT T TG T AT R C AR A TR R TT TTT TARTCTGAATT TATATTATATTTATATTAT
GATRT T AR T AT TCTAR TR T TR A TT T T CT TTT CATAC AR RETT TR TATTTRCTT TTTRARTT
GLAA R T T T T AL R TR TR TTGACTT GTATATTGRETT GTEEGE CTTCTACTTARATTTITT
TR TR T TTTTTAR R TR T TTT e TT T T TT G TET G TGEAT AR TTARR TOCTC RO RO CRATARRRTTAT
ATRCTTOGATT TT AT T GATGT TT A TAT G TR R RO TR T SE TR AR A A R ATTTTGTCTITTTIATICC
ITTTATTITITCOGTITITTIGOG TR AT T TR T TCC AL AT R A E TR TTTRR A TTTACETRTATTTAR
ET AR TR T A TA L A TT TR A TT T O R A GA A GT TR AR TR O ATA R TR GOAGARTT TR
GEARGRALR TR O R T TR R T R TR TR T ARG CA TR A TR CTCAGCATTGT TTARTRERGART
TR T R TTARTT TTOCCCT AR R TTTTCAGTT TTATT AR BT TRCAGTATT TATAT CETTCTRAR
AT R GCGR L T T e T TR A e TS TR TT AT TR TTT TTCT TTTGTTTTAT TTTCCTC AL TTGRR AL
ATARCTTACT TGTOG T TG TTAGCTTGICTATT TICGT GCARR TT TAT TCAR ATA R TCCTATAGCT RETA
CATTTRGEACTACTTCAT GO CR ST o TR TR TCT R TTACC TR A TR R AR TCTRETOGRACTTOTTT
T CARTTTR R T AT AR T T A TT TR OGS T TATIC TRCAC AR TC TCA AT CT AT GDCTAT CRGDGRRTT
ATRLROLRRTRTRCRRCRTACR R TT AT GACT AL TR TATCATTRATATRET TRCTATRTRATET
ITACACTRAR AR GCTTACTGATT TT TTCAT CTTART ARCGAT CGTT TGCTT RARCT TCTATAT CTTATARET
TCAGGRTTTCT COGTRAT CTCTT ARG CT AR ATT AT CRC AT CRCTARC OO CTATGROGTT TATCACTTC
P.ACM’LECP.II'I'GISCCPM_-I'ITITUP..P.IaPm]L:"IP.uAICE’TPAuGI’TIuaﬂIIT =ICTTCTARTACT
ACCTRALTRATTRARCELOCTOCTARL BETEETCTRET CCARCCTCTATCTCTTCCAGCTATROCGTGT
ARRCGATTTATGAR R TGATTTTT ACTACAT GG TG TARRC GETAARC RETACCCGETETTTATGATTATC
TRTETCTR TR T TT T C R G CR T C R TT T T CR TR A CT TR CRC GG TTCTARR TRETTTREGTOC
GCGTGT AR T A TR T R G T AT R R T TET TG TTA TR R ATT T TCARC TC AT GET CTGCTRART
CTARCTRRRR T AT TT TR AT TG TT AR TET TR TCT TC AT AR RO CR A TR GO TRACARTTTTRART
ATARTROLRRCCRL R TTTRCTT TATR TR R TR R R TT AT TTRCT TATTCTT TATT TTCCRGCRGRGR
TR CCETRAR AT TR T O CT AR R TR R TET TT TRAT AT TETTATA R R OO TRCTARTTATRARTTT
TR AT TR TR T T A T T R R e TT TT TG TI TTT TC AT TCATACT RO GO ATATECTRRERTTE
GEGRAC TR TR R e T T TT T AR T GG AT R CR TR T AT RO CRTTTGAGT TOCATATATERT
TCACT e T TT T CT T CTCGT TT GG TACT TT T CT TG CT AT CCA TR TTTCLGT TTRCTTETAR AL
CTCGT AT TT T G TT L CT A TR T TR T C R T AR TR TT G TCARC O TTT GG CEECTTTTICTITT
TTTCART TG T AT AT R T T TT AT AR TA AT TG TARGE TTAGTAR TR GO GTRAC AR ATR A CATAGTE
CATRARRRRRTRCRT T COCCT AT TR CT AT GAT TCT TT TTARCTT TTATT TTCRTCARR RO CAET
CEACTR TG TR G T AT CL AT TT O CR O GA L AT AR L CT TR T TCTACTT GO TR AR TETTRET B
TR CTE TR A TT TR T CT TGATC TR TR AR TT O TRA TG TET CT CTACAOETTIC AL
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ATCATGGTART GTGTTGT TCAACAGTITTTARTRA AR ATACT AT TRC TAGC ARG TR AR TEATCTTT TCAT
TTTCTTRAT AR AR TR TR G T AR TTTT TET TRTATTRATTCTT SO TT TARRRTTTGRRR

Sekil 4.8: Sirastyla insert 3, 2 ve 1’in sekans analizi sonuglar1

Insert 3, 2 ve 1’in karsilik geldigi proteinler asagidaki sekilde siralanmistir:

-Putative membran protein

-Phage tail family protein

-Prophage endopeptidase tail family protein
-Putative minor structural protein

-Tail fiber protein

-Hipotetical protein
-Mannosyl-glycoprotein endo-beta-N asetylglucosaminidase
-Hipotetical protein

-Phage tail protein

-Holin

-Autolysin

-N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
-Hipotetical protein

-Hipotetical protein

-Hipotetical protein

-Hipotetical protein

-Hipotetical protein

-General stres protein

-Glycosiltransferase
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5.TARTISMA

S.aureus hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olan, ciddi sonuglar
dogurabilen patojen bir mikroorganizmadir (Franklin ve Lowy, 1998). Bu
mikroorganizmanin O6nemi Oliimciil seyreden enfeksiyonlara neden olmasinin
yaninda  antimikrobiyal ilaglara  diren¢  gelistirme  potansiyelinden
kaynaklanmaktadir. En eski antibiyotiklerden olan penisilinden, son zamanlarda
¢ikan antibiyotiklerden olan linezolide kadar birgok antimikrobiyale direng
gelistirmis olmas1 (Tsiotras ve ark., 2001, Pillai ve ark., 2002) arastiricilar S.
aureus kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde yeni arayiglara yoneltmistir. Faj

tedavisi bu alternatif yontemlerin baginda gelmektedir.

Antibiyotiklerin kesfinden 6nce faj tedavisi ile ilgili bir¢ok c¢aligma yapilmus,
ancak 1947 yilinda Alexander Fleming tarafindan penisilinin kesfedilmesi ile eski
popiilerligini kaybetmistir. Ancak giliniimiizde bilinen biitiin antimikrobiyallere
kars1 direngli suslarin ortaya ¢ikmasi ile birlikte fajlar ve faj tedavisi tizerine

tekrar aragtirmalar yapilmaya baslanmistir (Hsiesh ve ark., 2011).

Gilintimiizde giderek artan sayida faj ekstrakte edilmekte ve tanimlanmaktadir.
Fajlar, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi yaninda endiistriyel amaglarla
(yiyeceklerin korunmasi gibi) da kullanilmaktadir. Bu amagla daha ¢ok litik fajlar
kullanilmaktadir. Ciinkii lizojenik fajlar bakterilere viriilans faktorleri tasiyarak
onlarin patogenezini artirabilmektedir (Lobocka ve ark., 2012). Ancak litik fajlar
kullanildig1 zaman bakterilerin parcalanmasi sonucu agiga ¢ikan endotoksinler
hastalarda birtakim yan etkilere neden olabilmektedir. Bu nedenle viriilans faktorii
tasimayan modifiye lizojenik fajlarm  kullanimmin daha uygun oldugu

disiiniilmektedir.

Bakteriyofajlar biyosferde en fazla bulunan canli grubunu olusturmaktadir.
Yeryiiziinde 1032 adet bakteriyofaj oldugu tahmin edilmektedir (Wommack ve
Collwell, 2000). Bakteriyofajlar bakterilerin biyolojisinde, genetik cesitliliginde,

evrimlesmesinde  kritik bir role sahiptir. Bakteriyofajlarin  bakterilere
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kazandirdiklar1 biyokimyasal ve fizyolojik Ozellikler bakterilerin yeni ortama
uyum kazanmasma yardimc1 oldugu gibi bakteriyel enfeksiyonlarin
patogenezinde o6nemli rol oynayan viriilans o6zelliklerinden de sorumludur.
Bakteriyofajlarin yeryiiziindeki protein g¢esitliliginin ¢ok biiylik bir kismini
olusturdugu bilinmesine ragmen su ana kadar izole edilen ve genomu ortaya
konan fajlar, faj populasyonunun oldukg¢a kiigiik bir kismini olusturmaktadir.
Yapilan son arastirmalara gore bakteriyofaj genomundan oldugu tahmin edilen
open reading frame (ORF)’lerin %50-75’inin GenBank’ta karsiligi olmadigi
gorilmistir (Kwan ve ark.,2005). Diinya {izerindeki faj metagenomlarinin
arastirildig1r nonparametrik hesaplama tahminlerine gore 2 trilyondan fazla farkl

faj aracili ORF’nin arastirilmay1 bekledigi diisiiniilmektedir (Kwan ve ark., 2005).

Bu calismada daha 6ncesinde Sahin F. ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada
icinde kiiclik lizojenik bir bakteriyofaj (MRSA ¢ sml) oldugu bulunan ve
stoklanan MRS A bakterisi kullanilmistir.

Bu susun ekimi yapilmis, mitomisin C ile faj indiiklenmesi ve ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmis, Hind Il enzimi ile Kkesildikten sonra olusan insertler
pBlueScriptK plazmidi igerisine klonlanmis ve plazmid ekstraksiyonu yapildiktan

sonra sekans analizine gonderilerek gen ve protein haritas1 ¢ikarilmustir.

5.1.Fajin Morfolojik Ozellikleri

Bakteriyofajin kapsit ve kuyruk o6zelliklerini tanimlamak ve kategorilendirmek
icin elektron mikroskopu ile bakilmamig; ancak genom ozelliklerine gore su

sekilde yorumlanmustir:

Fajin kuyruk proteinlerini kodlayan genler igermesi nedeniyle kuyruklu faj grubu
olan ‘Caudovirales’e ait oldugu saptanmustir. Genom biiyiikligiiniin 20.000 bp
civarinda olmas1 sebebi ile de ‘Podoviridae’ ailesinden olabilecegi tahmin
edilmektedir. ‘Podoviridae’ ailesine ait fajlarin 6zelligi kiigiik bir genom ve kisa

kasilamayan bir kuyruga sahip olmalaridir.
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5.2.Faj Genomunun Ozellikleri

Sekans sonuglart NCBI BLAST programinda incelenmis; hizalama ve eslestirme

yapildiktan sonra bulgular ortaya konmustur.

Faj genomunun biiytikliigii 20.224 bp olarak hesaplanmigtir. NCBI ORF Finder
programiyla bakilmis, genomun sadece ‘ATG’ kodonu ile baslayan 41 tane ORF
icerdigi, bu ORF’lerin 17 tanesinin (%41.4) protein kodladigi bulunmustur. 18
tanesinin (%43.9) NCBI BLAST programinda karsiligi bulunamazken, geri kalan
6 tanesi (%14.6) hipotetical protein olarak degerlendirilmistir. Fajin
Guanin+Sitozin igerigi %33.96 olarak hesaplanmistir. Faj genomunun 6zellikleri

tablo 5.1°de verilmistir.

Pelletier ve arkadaslarinin 27 adet stafilokoksik faja ait genomlar1 ve proteinleri
incelemis oldugu bir calismada (Kwan ve ark., 2005) 2.170 adet ORFe bakilmus,
NCBI BLAST programi kullanilarak bunlarn  %35’inin  protein karsiligi
bulunabilmis, %44’ilinlin veri tabandaki genlerin hicbiriyle eslesmesi olmamustir.
Ayrica Mycobacterium ve diger bakterilere ait bakteriyofajlarla yapilan baska bir
arastirmada da faj genomunda bulunan ORF’lerin %50-75’1inin veri bankasindaki

genlerle eslesme gostermedigi saptanmistir (Kwan ve ark., 2005)

Bu sonuglar fajimizin sonuglarina oldukca yakindir. Bizim fajimizda da genlerin
%43.9’unun veri bankasindaki sonuclarla eslesmesi olmamais, %41.4’ iiniin hangi
proteini kodladigi bulunabilmistir. Protein karsiligi bulunan genlerden ii¢ tanesi
sadece ‘phage protein’ olarak verilmis, tam olarak ne ise yaradigi
belirlenememistir. Bu nedenle aslinda ORF’lerden sadece 14 tanesinin (%31.4)
protein karsiligi fonksiyonu ile birlikte ortaya konabilmistir. MRSA ¢ sml
lizojenik bakteriyofajindaki ORF’ lerin baslangi¢ ve bitis niikleotitleri, bp olarak
uzunlugu, hangi iplik¢ik lizerinde yer aldig1 ve genin karsilik geldigi protein tablo
5.2’de ayrmtili olarak verilmistir. Faja ait genlerin ve kodladiklar1 proteinlerin

sematik goriintiisii ise sekil 5.1°de verilmistir.
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Biitiin bu sonuglar bize gostermektedir ki, bakteriyofajlar1 daha iyi anlayabilmek
ve faj terapisinde, gida endiistrisinde, asilamada, klonlama g¢aligmalar1 vs.de
fajlardan daha iyi faydalanabilmek i¢in daha fazla fajin dizilenmesi, genomlarinin
ve karsilik geldigi proteinlerin bulunmasi, veri bankasmna eklenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle bizim calismamiz yeni bir lizojenik bakteriyofaj
tanimlamasi, genlerinin ve karsilik geldigi proteinlerin ortaya konmasi, bilinen
diger stafilokok fajlariyla karsilastirma yapmasi bakimindan oldukc¢a dnemlidir.
Veri Dbankasmin zenginlestirilmesi i¢in bu tir ¢alismalara gereksinim

duyulmaktadir.

Tablo 5.1: MRSA ¢ sml lizojenik bakteriyofajina ait genom 6zellikleri

Faj Genomunun Ozellikleri

Ozellik Deger
Genom blytkligi 20.224 bp
ORF sayis1 41

En uzun ORF(bp) 1.911 bp

Ortalama ORF uzunlugu(bp) | 503
En kisa ORF(bp) 78 bp

Guanin+Sitozin igerigi %33.96(http://www.endmemo.com/bio/gc.php)

programi kullanilarak belirlenmistir.
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Tablo 5.2: MRSA ¢ sml lizojenik bakteriyofajina ait ORF’lerin 6zellikleri

ORF’lerin Ozellikleri
ORF Baslangic | Bitis (bp) Uzunluk | Iplikgik Fonksiyon
(bp) (bp) (pozitif/negatif)

ORF 1 55 378 324 Pozitif Putative membran
protein

ORF 2 305 400 96 Pozitif -

ORF 3 479 369 111 Negatif -

ORF 4 391 1338 948 Pozitif Phage tail family
protein

ORF 5 1347 3248 1902 Pozitif Prophage
endopeptidase tail
family protein

ORF 6 3055 3270 216 Pozitif -

ORF 7 3263 5173 1911 Pozitif Putative minér
structural protein

ORF 8 5238 5109 150 Negatif -

ORF 9 5173 6699 1824 Pozitif Tail fiber protein

ORF 10 | 6996 7373 378 Pozitif Phage protein

ORF 11 | 7377 7550 174 Pozitif Phage protein

ORF 12 7588 7433 156 Negatif -

ORF 13 | 7589 7888 300 Pozitif Phage protein

ORF 14 | 8026 9924 1899 Pozitif Mannosyl
glycoprotein endo-
B-N asetyl
glycosaminidase

ORF 15 | 9998 9897 102 Negatif -

ORF 16 | 10036 9902 135 Negatif -

ORF 17 | 9936 11069 1134 Pozitif Phage tail protein

ORF 18 11176 11581 396 Pozitif Hipotetical

ORF 19 11064 11597 438 Pozitif Holin
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ORF20 | 12018 13490 1473 Pozitif Autolysin

ORF21 | 13686 13868 183 Pozitif Hipotetical

ORF 22 | 13846 13965 120 Pozitif -

ORF 23 | 13943 13830 114 Negatif -

ORF24 | 13971 13861 111 Negatif -

ORF 25 | 14107 15156 1050 Pozitif Hipotetical

ORF 26 | 15071 15436 366 Pozitif Hipotetical

ORF 27 | 15433 15948 516 Pozitif Hipotetical

ORF 28 | 15999 16115 117 Pozitif -

ORF29 | 16084 16164 81 Pozitif -

ORF 30 | 16261 16139 123 Negatif -

ORF31 | 16189 16293 105 Pozitif -

ORF 32 | 16397 16290 108 Negatif -

ORF 33 | 16330 16407 78 Pozitif -

ORF 34 | 16588 16749 162 Pozitif Hipotetical

ORF 35 | 16852 17049 198 Pozitif -

ORF 36 | 16870 17395 516 Pozitif General stress
protein

ORF 37 | 17614 17718 105 Pozitif -

ORF 38 | 17735 18260 525 Pozitif Glycosyltransferase

ORF 39 | 18340 18417 78 Pozitif Phage terminase
small subunit

ORF 40 | 18424 18767 1344 Pozitif Phage terminase
large subunit

ORF 41 | 19778 20224 447 Pozitif Phage portal protein
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Sekil 5.1:MRSA ¢ sml lizojenik bakteriyofajindaki ORF’leri ve kodladiklari

proteinleri gosteren sematik goriintii
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Fajdaki genlerin kodladiklar1 proteinlerin dizilim siwras1 incelendiginde
‘Podoviridae’ ailesi ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Kuyruk ve lizis
proteinlerini kodlayan genler art arda ve lst iiste siralanmakta; bu genleri DNA
paketlenmesi ile ilgili genler izlemektedir. Podoviridae ailesine ait genlerin

siralamasi sekil 5.2°de verilmistir.

()
Podowiriaaa
Qenome Siee. <20kb

[P, o asip g
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Sekil 5.2: Podoviraidae ailesindeki fajlarda gen haritasi-Deghorain M ve Van
Malderen L, 2002’den alinmuistir.

Bakteriyofajin farkli restrikyon enzimleriyle kesim noktalarina SnapGene

programiyla bakilmis ve sonuglar sekil 5.3 {izerinde gosterilmistir.
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Sekil 5.3: MRSA ¢ sml lizojenik bakteriyofajinin restriksiyon enzim kesim
bolgeleri

5.3.Caudovirales Simifi Fajlarin Ozellikleri

Fajimiz kuyruklu bir faj oldugu igin ‘Caudovirales’ smifi igindedir.
‘Caudovirales’ sinifi fajlar faj popiilasyonunun %96’simn1 olusturmaktadir. Ancak
virion yapisi, genom organizasyonu ve replikasyon ozellikleri ile ilgili ¢ok az

sayida 1yi yapilmis ¢alisma mevcuttur.

Virionun zarf yapis1 yoktur. Bas ve kuyruk kismindan olugsmaktadir. Bag kismi tek
bir lineer dsDNA molekiilii igeren protein bir kapsit yapisidir. Kuyruk kismi
duyarl bakteriyel hiicrelere tutunan yilizey reseptorleri icermektedir. Faj kuyruk
kismiyla bakteri hiicresine tutunduktan sonra enfekte bakteri icerisine faj DNA’s1

kuyruk i¢inden hareket etmektedir.
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Genom biiyiikligi 18-500 kbp arasinda degisiklik gostermektedir. DNA icerigi
virion yapisinin %45-55’ini  olusturmaktadir. Guanin+Sitozin icerigi genom
yapisinin %27-72’sini olusturmaktadir. Baz1 viral DNA’lar modifiye niikleotitler
icermektedir. Bizim fajimizin biyiikligi 20.224 bp olup; guanin+tsitozin icerigi
%33.96’dr.

7-49 adet farkli virion yapisal proteini bulunmaktadir. DNA’nm bas yapisi i¢ine
paketlenmesi esnasinda DNA portal protein boyunca giris ve ayrilis yapmaktadir.
Kontraktil olmayan kuyruklar bir biiyiik saft veya tiip proteininden olusmaktadir.
Kontraktil kuyruklarda santral tiipiin etrafinda silindir olusturan kilif proteini olan
ikinci biiyiik bir protein bulunmaktadir. Kuyrukta ayn1 zamanda her iki ucta cesitli
0zel proteinler yer almaktadir. Bas tarafindan uzak olan kuyruk tarafina ‘tail tip’
tutunursa faj ‘Siphovirus’ cinsine, ‘baseplate’ tutunursa faj ‘Miyovirus’ cinsine ait

olur.

Lineer dsDNA genomu 27-600 arasinda gen kodlamaktadir. Biiyilk operonlar
halinde diizenlenmektedir. Tamamlanmis fonksiyonel gen haritalar1 kuyruklu

fajlarin ¢ok az bir kismu i¢in vardir.

Yeni yapilmig protein ve replike olmus DNA’dan virionlarin olugmasi
komplekstir. Genellikle bas, kuyruk ve kuyruk fiberleri i¢in farkli yollar
icermektedir. ’Prokapsit’ veya ‘prohead’ olarak isimlendirilen protein kiliflar ilk
olarak olusmakta, sonra bu proteinoz kilif icerisinde DNA paketlenmektedir.
Viriislere spesifik olan DNA’nin prokapsitler iginde paketlenebilmesi igin
terminase proteini tarafindan taninmasi gerekir. Sonrasinda DNA’nin bir ucu
prokapsitteki portal yapiya tutunmakta, DNA bas yapist icerisine iki ‘terminase’
ve bir ‘portal’ proteinden olusan sistem tarafindan atilmaktadir. Bas kisminda
bulunan bir ‘headful sensing device’ DNA tam olarak paketlendigi zaman algilar
ve terminase tarafindan paketlenmeyen kisim kesilir. DNA paketlenmesinden
sonra ‘terminase’lar ayrilir. DNA ile dolu olan bas kisimlar1 sonrasinda progeni

virlisleri olusturmak igin kuyruk ve kuyruk fiberlerine baglanir. Progeni viriisler
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sonrasinda hiicre lizisi ile dagilirlar. Hiicre lizisi faj aracili peptidoglikan

hidrolazlar araciligiyla olmaktadir.

‘Caudovirales’ smifindaki fajlarimn  genomlar1 incelendiginde kodladiklar

proteinlerin 6 gruba ayrildigini gorebiliriz:

1-Lizojeni ile ilgili genler

2-DNA metabolizmasi ile ilgili genler

3-DNA paketlenmesi ve bas yapist ile ilgili genler

4-Kuyruk ile ilgili genler

5-Lizis ile ilgili genler

6-Varsa viriilans ile ilgili genler

MRSA ¢ sml fajinda bu kategorilerle ilgili genlerden hangisinin bulunduguna dair

sonuglar asagida verilmistir.

Lizojeni ile ilgili genler: Bizim fajimizda lizojeni ile ilgili protein

kodlayan bir gen bulunamamustir.

DNA metabolizmasi ile ilgili genler: DNA metabolizmasi ile ilgili sadece
glycosiltransferase proteini bulunmustur. Glycosiltransferase proteininin

niikleotit biyosentezi ile ilgili oldugu bilinmektedir.

DNA paketlenmesi ve bas yapisi ile ilgili genler: Viral genomlar kapsit
olarak adlandirilan protein kiliflar i¢inde bulunur ve korunurlar. Ancak
kapsitlerin tek gorevi faj genomunu cevresel tehditlerden korumak
degildir. Kapsitler 6zellesmis gorevleri olan dinamik makromolekiiler

yapilardir (Moore ve Prevellige, 2002).

Paketlenme enerji bagimli bir reaksiyon olup bir¢cok komponentten
olusmaktadir. Her bir baz ciftinin kapsit i¢inde paketlenmesi i¢in bir ATP
molekiilii gerekmektedir. ATPaz aktivitesi ‘terminase’ yapilarinda

bulunmaktadir. Cift iplik¢ikli viral DNA’nin paketlenmeye baslayabilmesi
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icin terminase proteininin dsDNA ile etkilesime gecmesi gereklidir.
Terminase enzimleri small ve large subunitlerden olusan heterooligomer
yapisinda molekiillerdir. Terminase small subunitin gérevi paketlenmeye
baslama bolgesi olan —C0S veya —pac bolgelerini tanimak ve niikleoprotein
olusumuna yol agmak i¢in orayir kesecek olan terminase large subuniti

hizalamaktir (Aranzazu ve ark.,2014).

Terminase kompleksi DNA’y1 paketleme bdlgesine dagitan ‘portal
protein’lere baglanmaktadir (Moore ve Prevellige, 2002).

Sonug olarak DNA’nin kapsit igerisinde paketlenmesinden sorumlu olan

protein yapilar1 ‘terminase’lar ve ‘portal proteinler’dir.

Bizim fajimizda DNA paketlenmesi ile ilgili genlerden terminase small
subunit, phage terminase large subunit, phage portal protein olmak iizere
ii¢ tanesi de bulunmustur. Bu genler lider iplik {izerinde yer almaktadir. En
uzun ORF’e sahip olan1 -1344 bp ile phage terminase large subunit iken,

en kisas1 -78 bp ile terminase small subunittir.

Putative membran protein ve putative minor structural protein olmak tizere
iki protein kapsitle ile ilgili yapisal faj elemanlaridir. Bu genlerin boyutlar1

ve hangi iplik¢ik tizerinde yer aldig1 tablo 5.2 belirtilmistir.

Kuyruk yapisi ile ilgili genler: Phage tail family protein, prophage
endopeptidase tail family protein, tail fiber protein ve phage tail protein
olmak tizere 4 adet gen kuyruk yapisi ile ilgilidir. Bunlar1 kodlayan
ORF’lerden en uzun olani pozitif iplik¢ik lizerinde yer alan ve 1902 bp
biiytiikliiglinde prophage endopeptidase tail family protein iken, en kisa
olan1 yine pozitif iplik¢ik lizerinde yer alan ve 948 bp biiyiikliglindeki
phage tail family proteindir.
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e Lizis ile ilgili  genler: Mannosyl-glycoprotein ~ endo-B-N
asetylglycosaminidase, autolysin, holin genlerinin lizis ile iligkili oldugu

bilinmektedir.

e Virillans ile iliskili genler: Fajin viriilansla iliskili gen icermedigi
bulunmustur. Bu nedenle faj hem tedavide hem de rekombinan olarak

giivenli bir sekilde kullanilabilecektir.

Fajin genom biiytikliigiiniin 20.000 bp civarinda olmasit ve kuyruk ve lizis
proteinlerini kodlayan genlerin sekil 5.2°de goriildiigii gibi st iiste gelmesi
nedeniyle ‘Caudovirales’ ailesinin ‘Podoviridae’ smifina ait oldugu

diistiniilmektedir.

Bizim fajimizda mitomisin C ile indiikleme yoluyla faj ekstraksiyonu yapilmistir.
Yani temperate bir fajdir. Ancak fajda lizojeni ile ilgili gen ve proteine
rastlanmamistir. Veri bankasindaki genlerle eslesmesi olmayan 18 ORF’den ve
fonksiyonu bilinmeyen 6 hipotetical proteinden bazilarinin lizojeni ile ilgili

proteinler kodlayabilecegi diistiniilmektedir.

Elde edilen faj 20.224 bp biiyiikligiinde bir fajdir. Daha 6nce de belirtildigi gibi
fajlarm biyiik bir kismu kuyruklu faj olan ‘Caudovirales’ ailesine aittir.
Caudovirales ailesinde genom biiyiikliigii 40.000 bp civarinda olan ‘Siphoviridae’
smifi, fajlarin %61’ini olusturmaktadrr. Bizim fajimiz yaklasik 20.000 bp
biiyiikliiglinde genoma sahip kiiciik fajlardandir. Fajin kii¢iik olmas1 rekombinant

faj elde etmede kolaylik saglayacaktir. Bu agidan olduk¢a 6nemlidir.

Lizojenik fajlarin faj terapisinde tercih edilmemesinin en biiylik nedeni viriilans
faktorlerinin lateral gen transferi ile aktarilma ve boylece bakterilerin patogenezini
artirma korkusudur. Ancak bizim fajimizda genlerin veri bankasiyla eslestirilmesi
sonucunda viriilans faktoriine rastlanilmamis olmasi nedeniyle faj terapisinde

giivenle kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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Fajda dort adet kuyruk yapisi ile ilgili (phage tail family protein, prophage
endopeptidase tail family protein, tail fiber protein ve phage tail protein), ii¢ adet
lizis ile ilgili (mannosyl-glycoprotein endo-B-N asetylglycosaminidase, autolysin,
holin), ii¢ adet DNA paketlenmesi ile ilgili (phage terminase large subunit, phage
terminase small subunit, phage portal protein) ve iki adet kapsit yapisi ile ilgili
(putative membran protein ve putative mindr structural protein) gen
tanimlanmistir. DNA metabolizmasi ile ilgili sadece niikleotit biyosentezinden
sorumlu olan ‘glycosyltransferase’ proteinine rastlanmistir. DNA metabolizmasi
ile ilgili nomalde replikasyon ve regiilasyon olmak iizere iki grup gen alesi
bulunmaktadir. Ancak bizim fajda bunlardan bir tanesine rastlanmis olmasi yine
fonksiyonu tanimlanamamis 24 tane ORF’den bazi genlerin DNA metabolizmasi

ile ilgili olabileceginin diisiindiirmektedir.
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6.SONUC

Glinlimiizde bilinen biitiin antimikrobiyallere direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi
nedeniyle faj terapisi tekrar giindeme gelmistir. Bu amagla daha ¢ok litik fajlar
tercin edilmektedir. Ancak litik fajlar ile bakterilerin aniden pargalanmasi
sonucunda kana endotoksinlerin birden karismasi istenmeyen sonuglarla
karsilagilmasma neden olabilecektir. Tezimde kii¢iik yeni bir lizojenik faj ortaya
konmasi, genlerinin ve proteinlerinin tanimlanmasi nedeniyle oldukc¢a onemli

sonuglar ortaya konmus, bulgular ayrintili olarak degerlendirilmistir.

Tanimladigimiz faj 20.244 bp biiyiikligiinde kiigiik fajlardandir. Kiigiik olmasi

rekombinant olarak fajdan yararlanmada avantajlar saglayacaktir.

41 tane ORF icermesine karsilik, bunlarin sadece 17 tanesinin fonksiyonu NCBI
BLAST programinin veri bankasindaki genlerle eslestirilerek ortaya
konabilmistir. Diger ORF’lerin fonksiyonlarinin aydinlatilmasi faj, dolayisiyla

virus biyolojisinin detayli anlasilmasi i¢in 6nemlidir.

Fajimizin genomik ve morfolojik 6zellikleri degerlendirildiginde ‘Caudovirales’

ailesinin ‘Podoviridae’ sinifina ait oldugu belirlenmistir.

Fajda kuyruk, lizis, DNA paketlenmesi, bas yapisi ile ilgili genler bulunmustur.
Ancak DNA metabolizmasi ile ilgili sadece bir gene rastlanirken ve lizojeni ile
ilgili genlere rastlanamamustir. Fonksiyonu bulunamayan 24 ORF’de bu iki

kategori ile ilgili genler bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Metisiline Direngli Staphylococcus Aureus (MRSA)’dan Elde Edilen Fajin
Karakterizasyonu ve Faj Komponentlerini Kullanarak In Vitro
Rekombinant Faj Gelistirilmesi

Staphylococcus aureus hastane veya toplum kaynakli enfeksiyonlara neden
olabilen ve olduk¢a ciddi sonuglar dogurabilen oOnemli bir patojen
mikroorganizmadir. Coklu ila¢ direngli S.aureus stafilokokal enfeksiyonlarin
tedavisinde biiylik zorluklar yasanmasina neden olmaktadir. Mevcut olan biitiin
antimikrobiyallere direngli S.aureus suslarinin ortaya c¢ikmasi ancak yeni
antibiyotik bulunamamasi arastirmacilar1 antibiyotiklerin kesfi ile popiilerligini
kaybetmis olan faj tedavisine yonlendirmistir. Bu amagla 1950 yillarina kadar
kullanilan fajlar temel olarak bakterinin direkt olarak Olmesini saglayan litik
0zelligi olan fajlardir. Bu terapi yonteminin bakterilerin ani dliimiine bagli olarak
endotoksik sok gibi istenmeyen etkileri oldugu bilinmektedir. Rekombinant
teknolojinin gelisimi icerisinde bakteri Oliimiinii kontrollii olarak saglayan gen
materyalleri bulunduran lizojenik rekombinant fajlarin olusturulmasi fikrini ortaya
¢ikarmigtir. Bunun i¢in maniiplasyonu kolay kiiciik boylarda fajlara ihtiyag
duyulmaktadir. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda Sahin ve ark.(2013) tarafindan yapilan bir calismada MRSA suslarindan
elde edilen fajlar incelendiginde bir MRSA susundan elde edilen, diger fajlardan
cok daha kiiciik boyutta lizojenik bir bakteriyofaj tesbit edilmis ve MRSA ¢ sml
(small) olarak adlandirilmistir. Bu c¢alismada lizojenik bakteriyofajin genom
haritasinin ¢ikarilmasi, fajlara iliskin bilgi bankasina katkida bulunulmasi ve
genom haritas1 kullanilarak faj tedavisinde kullanilabilecek lizojenik rekombinant
fajlarm  olusturulma potansiyelini arastirmak amaciyla elde dilen fajin
tanimlanmas1 amag¢lanmuistir.

MRSA ¢ sml bulunduran susun ekimi yapilmis, mitomisin C ile faj indiiklenmesi
ve ekstraksiyon islemi gergeklestirilmis, Hind 111 enzimi ile kesildikten sonra
olusan insertler pBlueScript K plazmidi igerisine klonlanmis ve plazmid
ekstraksiyonu yapildiktan sonra sekans analizine gonderilerek gen ve protein
haritas1 ¢ikarilmstir.

Fajin kuyruk proteinlerini kodlayan genler icermesi nedeniyle kuyruklu faj grubu
olan ‘Caudovirales’e ait oldugu saptanmistir. Genom biiyiikligiiniin 20.000 bp
civarinda olmasi sebebi ile de ‘Podoviridae’ ailesinden olabilecegi tahmin
edilmektedir. ‘Podoviridae’ ailesine ait fajlarin 6zelligi kiigiik bir genom ve kisa
kasilamayan bir kuyruga sahip olmalaridir. Faj genomunun biiyiikligii 20.224 bp
olarak hesaplanmistir. NCBI ORF Finder programiyla bakilmis, genomun sadece
‘ATG’ kodonu ile baslayan 41 tane ORF igerdigi, bu ORF’lerin 17 tanesinin
(%41.4) hangi proteini kodladigi bulunmustur. 18 tanesinin (%43.9) NCBI
BLAST programinda karsiligi bulunamazken, geri kalan 6 tanesi (%14.6)
hipotetical protein olarak degerlendirilmistir. Fajin Guanin+Sitozin igerigi %33.96
olarak hesaplanmustur.

Yapilan son arastrmalara gore bakteriyofaj genomundan oldugu tahmin edilen
open reading framelerin %50-75’inin GenBank’ta karsilig1 olmadig1 goriilmistiir.
Bakteriyofajlar1 daha iyi anlayabilmek ve faj terapisinde, gida endiistrisinde,
asilamada, klonlama c¢alismalar1 vs.de fajlardan daha iyi faydalanabilmek igin
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daha fazla fajin dizilenmesi, genomlarinin ve karsilik geldigi proteinlerin
bulunmasi, veri bankasina eklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle tezimde
maniplasyonu kolay kiiciik bir lizojenik fajin genlerinin ve proteinlerinin
tanimlanmasi nedeniyle olduk¢a 6nemli sonuglar ortaya konmus, bulgular ayrintili
olarak degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Bakteriyofaj, Hind Ill, Mitomisin C, MRSA ¢ sml, Open
Reading Frame
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SUMMARY

Characterization of Phage Obtained From Methicilline Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and Development of In Vitro Recombinant
Phage Using Phage Components

Staphylococcus aureus is an important pathogenic microorganism that can cause
hospital or community-acquired infections and can have very serious
consequences. Multidrug-resistant S.aureus causes great difficulty in the treatment
of staphylococcal infections. Appearance of S.aureus strains that are resistant to
all known antibiotics but unavailability of any new antibiotics has led researchers
to to phage therapy which has lost its popularity with the discovery of antibiotics.
Phages used until 1950 for this purpose are basically phages which are lytic
features that allow bacteria to die directly. This therapy is known to have
undesirable effects such as endotoxic shock due to sudden death of the bacteria.
The development of recombinant technology has led to the idea of creating
lysogenic recombinant phage containing gene materials that can control bacterial
death. For this, small phages are needed for easy manipulation. In Ankara
University Medical Faculty Medical Microbiology Department, Sahin et al.
(2013) obtained a lysogenic bacteriophage from an MRSA strain that was much
smaller than the other phages and named as MRSA ¢ sml (small). In this study, it
was aimed to identify the lysogenic bacteriophage genome in order to investigate
the potential of creating lysogenic recombinant phages that can be used in the
phage treatment and to put forth the genome map and contribute knowledge to
phages database.

Phage was induced with Mitomycin C and after that DNA extraction was done.
After the digestion with Hind Ill enzyme, the inserts were cloned into plasmid
pBluescript K and after plasmid extraction, they were sent to sequence analysis
and gene and protein map were plotted.

Because of having genes that coded tail proteins, it has been determined that the
phage belongs to Caudovirales. It is estimated that it may be from 'Podoviridae’
family because genome size is around 20.000 bp. The characteristics of phages
belonging to the 'Podoviridae’ family are that they have a small genome and a
short contraction-free tail. The size of the phage genome was calculated to be
20.224 bp. Phage genome has 41 ORFs beginning with the '"ATG' codon. Using
NCBI Blast ORF Finder programme, it was found which proteins were coded by
the 17 (%41.4) of ORFs but 18(%43.9) of them couldn’t been determinded. The
remaining 6 (14.6%) were considered as hypotetical proteins. Guanine + Cytosine
content was calculated as 33.96%.

According to recent studies, 50-75% of the open reading frames estimated to be
from the bacteriophage genome were not found in GenBank. To better understand
bacteriophages and to better benefit from phages in phage therapy, food industry,
vaccination, cloning studies, etc., more phage must be sequenced, genomes and
corresponding proteins must be added to the database. For this reason, very
important results have been revealed due to the identification of genes and
proteins of a small lysogenic phage that are easy to manipulate in the synthesis,
and the findings are evaluated in detail.
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