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Salmonella enterica serovar typhimurium’ da histidin operonu inaktive edilmiş bir mutant suşun 

proteomik analizi  
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Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Mustafa AKÇELİK 

 

Bu çalışmada, transpozon mutasyonu yolu ile histidin operonu inaktive edilmiş bir S. Typhimurium 

mutantı (S. Typhimurium ∆his 87) ile kontrol suş olarak kullanılan S. Typhimurium LT2 suşu arasındaki 

proteomik düzeyde değişimler incelenmiş, söz konusu mutasyon koşullarında mutantta (Salmonella 

Typhimurium ∆his 87’ de) ifadesi olmayan protein spotları tanımlanmıştır. Yapılan çalışmalar sonucunda, 

S. Typhimurium LT2’ de ifade edilen ancak S. Typhimurium ∆his 87’ de ifadesi olmayan 4 adet protein 

saptanmıştır. Bu proteinler; arjinin biyosentezi, amino asit açlığı, midenin düşük asidik koşulları ve 

anoksik koşullarda üretilmesi zorunlu olan  arjinin--tRNA ligaz proteini, Salmonella’ nın konakçı hücre 

içerisinde replikasyonu için uygun niş oluşumunu sağlayan SifA efektör proteini, konakçı hücre içerisinde 

hayatta kalma ve bakteriyel metabolizmada önemli görevleri olan GMP (guanozin monofosfat) sentaz 

proteini, ve konakçı hücrede gerçekleşen membran katlanmaları için gerekli olan guanin nükleotidi 

değişim faktörü sopE proteinleridir. Salmonella Typhimurium LT2 suşunda histidin operonu inaktive 

edilmiş mutant suşta, söz konusu mutasyonun polar etkileri sonucu üretimi engellenen proteinlerin, 

literatür verileri dikkate alınarak değerlendirildiğinde konak hücrede bakterinin sistemik enfeksiyonu 

başarılı bir şekilde gerçekleştirebilmesi için önemli proteinler oldukları belirlenmiştir.       
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Proteomic analysis of a histidine operon inactivated mutant strain of salmonella enterica serovar 
typhimurium 

 

İbrahim ERDOĞAN 
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Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKÇELİK 

 

In this study, it has been analysed that the changes at the proteomic level between a Salmonella mutant (S. 

Typhimurium ∆his 87) which its histidine operon was inactivated by transposon mutation technic and S. 

Typhimurium LT2 strain that has been used as a control strain. In this mutation conditions, it has been 

described that protein spots which have been non-expressed in mutant (S. Typhimurium ∆his 87). As a 

result of the experiments, we have detected 4 proteins which is expressed in S. Typhimurium LT2 but 

non-expressed in mutant S. Typhimurium ∆his 87. These proteins are; arginine--tRNA ligase which is 

very important and obligatory for arginine biosynthesis, amino acid starving, surviving in the low acidic 

and anoxic conditions in stomach, the second one is that Salmonella effector protein SifA which is 

essential for replication in the host, the third one is that GMP synthase (glutamine hydrolysing) which is 

very important for surviving in the host and bacterial metabolism, the fourth one is that guanine 

nucleotide exchange factor SopE which is very substantial for membrane rufflings in the host. When 

considered the literature datas, the proteins that are expressed in S. Typhimurium LT2 but as a result of 

polar effects of histidine operon mutation non-expressed S. Typhimurium ∆his 87 very essential for 

successfully systemic infection in the host.               
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1. GİRİŞ 
 
 
Salmonella’ nın dünya genelinde yılda 3 milyar insanda enfeksiyona neden olduğu tahmin 

edilmektedir. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) verilerine göre bu enfeksiyonların yaklaşık 22 

milyonunu tifo ateşi oluşturmaktadır ve yılda yaklaşık 200.000 insan bu enfeksiyonlar 

sonucu yaşamını yitirmektedir (Crump vd. 2004). Kontamine olmuş gıdalar ve kirli sular, 

zayıf sağlık önlemleri ve kötü hijyen koşulları Salmonella riskini arttırmaktadır. S. 

Paratyphi’ nin neden olduğu paratifo ateşinin görülme sıklığı, tifo ateşine göre daha azdır. 

Ancak yine de tifo ateşinin % 25’ i kadarına S. Paratyphi A’ nın sebep olduğu tahmin 

edilmektedir (Crump vd. 2004). S. Paratyphi A’ nın enfeksiyon belirtileri S. Typhi’ nin 

neden olduğu belirtilerle benzerdir. Fakat Endonezya’ da yapılan bir çalışma sonucunda, bu 

iki serovaryetenin bulaşma yollarının farklı olduğu ve birlikte enfeksiyon yapma 

ihtimallerinin düşük olduğu saptanmıştır (Vollaard vd. 2004). 

 

Salmonella enterica serovaryeteleri, üzerinde en çok çalışılan bakteriyel patojenler 

olmalarına rağmen, patojenite mekanizmasının tamamen anlaşılabilmesi için bilim 

adamlarının önünde uzun bir yol bulunmaktadır. Salmonella enfeksiyonlarının önemini 

dört ana başlık altında toplamak mümkündür: 

 

(i) Salmonella enterica serovaryeteleri, tüm dünyada en önemli gıda kökenli hastalık 

etmenleridir.  

 

(ii) Geniş konakçı dizgesine (aralığına) sahiptirler. Farklı konakçılarda farklı hastalıklara 

neden olmaktadırlar.  

 

(iii) Kalıcı (persistant) enfeksiyonlara yol açabilmektedirler.  

 

(iv) Giderek artan bir şekilde birçok antibiyotiğe direnç kazanmaktadırlar (Boyle vd. 2007). 

 

Bu temel nedenlerle Salmonella patojenitesinin moleküler doğası, yoğun araştırmalara 

konu olmaktadır.  
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Değişik bakterilerde amino asit biyosentezini yöneten enzimleri kodlayan genlerin 

regülasyon karakteristikleri üzerinde yürütülen çalışmalar, bu operonların regülasyonu  

ile ilişkili çok sayıda fonksiyonel genin tanımlanmasını beraberinde getirmiştir. Laktoz 

(lac) ve triptofan (trp) operonları yanında histidin (his) operonu da özellikle 

enterobakteriler başta olmak üzere, tüm bakteri gruplarında, bu regülasyon 

çalışmalarının modeli haline gelmiştir (Porwollik vd. 2004, Tükel vd. 2006, Gibson vd. 

2007, Lahiri vd. 2009, Raghunathan vd. 2009). 

   

Histidin biyosentez yeteneğini kaybetmiş Salmonella mutantlarının konakçı sistemlerde 

virulanslığının düştüğü değişik serovaryetelerle yürütülen hayvan model denemelerinde 

belirlenmiştir (Galan 2001, Galan 2008, Akkoç vd. 2009, Barker vd. 2010).   

 

Özellikle HisD/HisG mutantları ile yürütülen araştırmalarda, ökaryotik sistemlerde 

yaşamda kalmanın azaldığı ve dolayısı ile patojenitesinin önemli ölçüde düştüğü 

saptanmıştır. Bu etkinin yapay vokuol sistemlerde de düşmesi, söz konusu etkinin 

yalnız oksotrofiden kaynaklanmadığına, aynı zamanda histidin mutasyonunun polar 

etkilerine bağlı olduğuna işaret etmiştir (Ohl ve Miller 2001, Fang ve Rimsky 2008, 

Alteri vd. 2009, Choi vd. 2010). Ancak bugüne kadar histidin biyosentez mutantlarının 

polar etkilerine dair sınırlı çalışmalar yürütülmüş ve bu çalışmalar yine histidin 

biyosentez genleri ile kısıtlı kalmıştır (Morgan vd. 2004, Foley ve Lynne 2008, 

Hamilton vd. 2009, Marcado-Lubo vd. 2009).  

 

Prokaryotik operonlarda meydana gelen mutasyonlar, aynı operonda ya da operon 

dışında bulunan birçok gen üzerinde polar etkiler yaratabilmektedir. Bu çalışmada S. 

Typhimurium’da, transpozon mutasyonu yolu ile histidin operonu inaktive edilen 

mutantlarda proteomik düzeyde değişimler incelenerek, söz konusu mutasyon 

koşullarında üretimi artan ve azalan proteinlerin patojenite ile ilişkisi araştırılmıştır.   
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2.  KAYNAK ÖZETLERİ 
 
 
2.1 Salmonella Cinsinin Genel Özellikleri 
 
Salmonella, Gram negatif, çubuk şeklinde, S. Gallinarum ve S. Pullorum haricinde 

hareketli, spor oluşturmayan, çok sayıda konakçıyı enfekte edebilme yeteneğine sahip, 

fakültatif anaerob hücre içi bir patojendir. Gelişmesi için optimum pH aralığı 6.6-8.2, 

optimum sıcaklık ise 37oC’ dir. İlk Salmonella suşu 1885 yılında Daniel E. Salmon 

tarafından domuz bağırsağından izole edilmiştir (Salmonella Choleraesuis). Salmonella 

konakçı hücre içinde çeşitli hücre tiplerini enfekte eder (M- hücreleri, epitelyal hücreler, 

makrofajlar, dentritik hücreler gibi). Bakteri hayatta kalmak için bu hücrelere karşı kendine 

özgü savunma mekanizmaları geliştirmiştir. Enfeksiyon hastalıkları doğrudan ya da dolaylı 

olarak insan populasyonlarında hala önemli oranda hastalığa yakalanma ve ölüm oranına 

neden olmaktadır. Çağlardan beri bu tip hastalıkarın engellenmesi ve kontrol altına 

alınması insanoğlu için büyük zorluklar yaratmıştır. Salmonella cinsine ait S. enterica 

serovar Typhi’ nin neden olduğu tifo ateşi bu hastalıklardan biri olarak örnek verilebilir. 

Diğer bakteriyel patojenlerin aksine, Salmonella Paratyphi ve Salmonella Typhi dışındaki 

tüm serotipler, çok sayıda konakçıyı enfekte edebilme yeteneğini kazanmıştır. Salmonella 

enfeksiyonları gelişmekte olan veya gelişmemiş ülkelerde özellikle Asya ve Afrika 

ülkelerinde ciddi oranda halk sağlığını etkilemektedir. S. Typhimurium insanda gıda 

kaynaklı gastroenterite en sık sebep olan bakterilerden biridir. S. Typihmurium’ un farede 

neden olduğu semptomlar, insanda S. Typhi’ nin neden olduğu semptomlarla benzerlik 

göstermektedir. Antibiyotikler kanda Salmonella’ yı öldürebilmesine rağmen, bu bakterinin 

içerdiği vokuollere nüfuz edip edemediği hala bilinmemektedir. Bu yüzden daha karmaşık 

yapıda, çoklu ilaç dirençliliğine sahip Salmonella suşlarının ortaya çıkacağı senaryoları 

düşünülebilir. Sonuç olarak bu tür patojenlerle baş edebilmek için yeni nesil aşılar 

geliştirmeye ihtiyaç vardır. Bunun mümkün olabilmesi için de Salmonella patojenitesinin 

moleküler düzeyde anlaşılması gerekmektedir (Lahiri vd. 2010). Salmonella, spesifik hücre 

tiplerini enfekte edebilmek için kendine özgü stratejiler geliştirmiştir ve beyin de dahil 

olmak üzere birçok dokuyu enfekte etme yeteneğine sahiptir (Soni vd. 2010). 
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2.2 Sistemik Salmonelloz 

 

S. Typhimurium, farede ölümcül sistemik enfeksiyonlara yol açtığı için, bu organizmayla 

enfekte edilen mürinler, insan tifo ateşi için model olarak kullanılmaktadır. Bu model aynı 

zamanda sistemik salmonelloz için bakteri-konakçı etkileşiminin en iyi şekilde 

anlaşılmasını sağlayan modeldir. S. Typhimurium’ un patojenitesine katkıda bulunan 60’ ın 

üzerinde genin olduğu saptanmıştır. Bu genlerin düzenlenmesi (regülasyonu) ile ilgili 

birçok çalışma yürütülmesine karşın, halen tam olarak bu süreçler açıklığa 

kavuşturulabilmiş değildir. Salmonella tipik olarak konakçılarını kontamine olmuş gıda ya 

da su aracılığı ile enfekte eder. Bakteri, kolonizasyonda öncelikli (birincil) bölgesi olan 

ince bağırsağa ulaşmak için midenin asidik şartlarına, safra tuzlarının yıkıcı etkilerine karşı 

yaşamını sürdürmek zorundadır. S. Typhimurium, bağırsak duvarı boyunca silindirik 

epitelyal hücrelerini istila edebilme yeteneğinde olmasının yanında, fareler ile yürütülen 

deneylerde, Peyer plakları’ nın (Peyer’ s patches) folikül-ilişkili epitelde yer alan M 

(mikrofold) hücrelerine yöneldiği de gösterilmiştir (Jones vd. 1994, Galan vd. 1996). M 

hücrelerinin yıkımı folikül-ilişkili epitelin bir boşluğunda gerçekleşir. M hücrelerinin 

istilasıyla birlikte, komşu enterositleri (E) ve daha derin dokular olan fagositik hücreleri 

(makrofajlar ve polimorfonüklear nötrofiller) istila etmek bakteri için kolaylaşır (Şekil 2.1) 

(Cotter ve DiRita 2000).     
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Şekil 2.1 Salmonella enfeksiyonunun biyolojisi (Cotter ve DiRita 2000). 

 

 

Oral yolla vücuda giriş yapan Salmonella, kolonizasyon için birincil bölgesi olan ince 

bağırsağa ulaşmadan önce mide asidi ve safra tuzlarının yıkıcı etkisine karşı hayatta 

kalmayı başarmalıdır. Salmonella, lamina propria içinde polimorfonüklear nötrofiller ve 

makrofajlarla karşı karşıya kalır ve makrofajlar aracılığıyla dalak ve karaciğere kadar 

taşınabilir (Cotter ve DiRita 2000). 
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Salmonella’ nın aktive edilmiş makrofajlarla etkileşime girdiğinde apoptozisi (programlı 

hücre ölümü) tetiklediği belirlenmiştir (Chen vd. 1996, Lindgren vd. 1996, Monack vd. 

1996). Salmonella durgun haldeki makrofajlarla karşı karşıya kaldığında ise aktive edilmiş 

makrofajlarla karşılaştığındakinin aksine, geniş fagozomlara kendi makropinositik girişini 

indükler (Alpuche-Aranda vd. 1994). Makrofajlar içerisinde hayatta kalma ve fagozom-

lizozom füzyonunun engellenmesi Salmonella tarafından kontrol edilmektedir (Ishibashi ve 

Arai 1990, Buchmeier ve Heffron 1991, Rathman vd. 1997, Uchiya vd. 1999). Bu 

makrofajların içindeki Salmonella,  karaciğer ve dalağa kadar taşınabilir. Bir araştırmada 

Salmonella’ nın bağırsaktan dalağa geçişinin, M hücrelerinin ya da lokalize olmuş Peyer 

plaklarının istilası söz konusu olmaksızın gerçekleşebileceği saptanmıştır (Vazquez-Torres 

vd 1999). Bu yolak, CD18 tarafından ifade edilen fagositlerin sirküle olarak kan dolaşımına 

taşınmasını içerir. S. Typhimurium’ un karaciğer ve dalaktaki gelişme oranının 0,5-1,5 

log/gün olduğu hesaplanmıştır. Organdaki bakteri oranı 108 – 109 CFU/organ’ a ulaştığında 

endotoksik şoktan farklı olarak, lipopolisakkarit (LPS) tabakada meydana gelen hasar 

nedeniyle farelerin öldüğü belirlenmiştir (Cotter vd. 2000). 
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2.3 Salmonella İçeren Vokuol (SCV) 

 

Salmonella, birçok hücre tipini enfekte etme ve bu enfekte ettiği hücrelerde çoğalabilme 

yeteneğindedir. Ancak replikasyon için öncelikli yerleri makrofajlardır. Çünkü sistemik 

enfeksiyon süresince Salmonella’ nın, retiküloendoteliyal sistemin (RES) lenfatik dokuları 

ve organlarında varlığı saptanmıştır (Richter-Dahlfors vd. 1997). Makrofajlar içerisinde 

replikasyon yeteneği olmayan Salmonella suşlarının fare enfeksiyon modellerinde avirulant 

oldukları gösterilmiştir (Fields vd. 1986). Fagositik olmayan hücrelerin aksine, Salmonella, 

SPI-1 ve SPI-1 kodlu olmayan tip III salgı sisteminin indüklediği makropinositozu da 

içeren çeşitli endositik süreçler yoluyla makrofajlar içerisine girebilir (Alpuche-Aranda vd. 

1994). SPI-1 tip III salgı sisteminin indüklediği makropinositoz ile birlikte SipA, SopB, 

SopD ve SopE2 gibi birkaç SPI-1 tip III salgı sistemi efektörü hücre içinde sürekliliğine ve 

enfeksiyon sürecinin hücresel aşamalarına katkı sağladığı belirlenmiştir (Hernandez vd. 

2004, Jiang vd. 2004, Drecktrah vd. 2005, Dukes vd. 2006 Brawn vd. 2007). Salmonella 

hücre içine giriş yaptıktan sonra geniş fagozom olarak adlandırılan vokuolar kompartıman 

içerisine alınır (Alpuche-Aranda vd. 1994). Geniş fagozom dakikalar sonra bir veya daha 

fazla bakterinin etrafında yapışkan membran formunu almak için büzülür. Vokuolün bu 

haline de Salmonella içeren vokuol (SCV) adı verilir (Şekil 2.2) (Haraga vd. 2008). 
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Şekil 2.2 Salmonella İçeren Vokuol (SCV)’ ün oluşumu ve konakçı hücre içerisinde SPI-2 

kodlu tip III salgı sistemi’ nin indüklenmesi (Haraga vd. 2008). 

 

 

Makropinositoz yoluyla hücre içine alındıktan kısa süre sonra Salmonella, membran 

büzülmesiyle birlikte geniş fagozomlarla çevrelenir. Sonrasında bu fagozom, lizozomlarla 

kaynaşarak ve bakteri etrafında katlanarak SCV oluşur. SCV, endositik bir belirteç olan 

lizozomal ilişkili membran protein 1’ i (LAMP-1; mor renkte) içerir. SCV içinde 

Salmonella patojenite adası-2 (SPI-2) kodlu tip III salgı sistemi (TTSS) indüklenir ve 

fagositozdan birkaç saat sonra, fagozomal membrandan efektör proteinlerin (sarı renkte) 

translokasyonu başlar.  

Salmonella spp. 

(Geniş fagozom) 

Aktin 
Epitelyal hücre 

Mikrotübüller 

Çekirdek 

Salgı vezikülleri 
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SPI-2 kodlu tip III salgı sistemi efektörleri SifA ve PipB2, mikrotübüller (yeşil renkte) 

boyunca Sif (Salmonella-tarafından indüklenen filament) oluşumuna katkı sağlar ve Sif ve 

SCV üzerinde mikrotübül-motor (sarı yıldız şeklinde) akümülasyonunu regüle eder. SseJ, 

fagozom membran üzerinde aktif olan bir deaçilazdır. SseF ve SseG, SCV’ ye yakın olan 

mikrotübüllerin paketlenmesine neden olur ve Golgi-kaynaklı vezikül trafiğini SCV’ ye 

doğru yönlendirir. SCV etrafındaki aktin akümülasyonunda, SPI-2 kodlu tip III salgı 

sistemi-bağımlı yolda, SspH2, SpvB ve SseI’ nın rolleri olduğu düşünülmektedir (Haraga 

vd 2008). 

 

 

2.4 Histidin Biyosentezi 

 

S. Typhimurium’da histidin biyosentezi, histidin operonu tarafından kodlanan 10 enzim 

tarafından katalize edilmektedir (Şekil 2.3) (Edhin ve Doini 1971, Holzclaw ve 

Chapman 1975). Histidin sentezinde görev alan ilk enzim olan ve hisG geninde 

kodlanan ATP fosforiboziltransferazın aynı zamanda histidin operonunun regülasyonu 

ile de ilişkili olduğu in-vivo ve in-vitro çalışmalarda tanımlanmıştır (Blasi vd. 1971, 

Brenner ve Ames 1971, DiNocera, vd. 1975). Ancak bu enzimin histidin operonunun 

ana regülatör ajanı olmayıp gen regülasyonunda yardımcı olarak fonksiyon gösterdiği 

tespit edilmiştir. Ayrıca ATP fosforiboziltransferaz aktivitesine bağlı olarak büyük 

çapta metabolik değişikliklerin meydana geldiği saptanmıştır (Goiten ve Parsons 1980).  

 

Bakterilerde hisG geninin promotorunun hemen önünde bulunan ve gen 

ekspresyonunda global bir regülatör olan ppGpp (Guanozintetrafosfat) bağlanma 

bölgesi yer almaktadır (Şekil 2.3). ppGpp, RNA polimerazın β ve β' alt ünitelerine 

bağlanarak, başta transkripsiyon olmak üzere birçok fizyolojik aktiviteyi etkilemektedir 

(Goiten ve Parsons 1980, Magnusson vd. 2005). Yapılan çalışmalar ppGpp’nin 

doğrudan RNA polimeraza bağlandığını ve DNA’da spesifik bölgelere bağlanan 

regülatör proteinlerin yokluğunda transkripsiyonu yönlendirdiğini, dolayısı ile ppGpp’yi 

etkileyen mutasyonların doğrudan RNA polimerazı etkileyerek transkripsiyonun 

etkinliğinin düştüğünü göstermiştir. Söz konusu global regülatörün farklı bakterilerde 

gelişme sürecinde hücre fizyolojisini etkilediği bilinmektedir. Patojenik bakterilerde ise 
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tüm bu etkilerin yanında ppGpp’nin kalıcılık ve virulans özelliklerin ekspresyonunda 

doğrudan rolü olduğu saptanmıştır. Örneğin S. Typhimurium’da Patojenite Adası I’de 

kodlanan virulans genlerin ekspresyonunun düzenlenmesinde ppGpp regülatörü önemli 

bir role sahiptir (Pizarro-Cerda ve Tedin 2004). ppGpp üretimini etkileyen mutasyonlar 

sonucunda ise E. coli’de biyofilm oluşumunun (Balzer ve McLean 2002) ve 

Pseudomonas aeroginosa’da virülens etkinin azaldığı belirlenmiştir (Erickson vd. 

2004). 

 

Transpozon mutasyonu sonucu histidin operonunda hisG geninin bozulması ile ATP 

fosforiboziltransferaz enzim aktivitesi ortadan kalkmakta ve dolayısı ile ppGpp RNA 

polimeraza bağlanamadığı için transkripsiyon oranı düşmektedir. Ancak yapılan 

çalışmalarda bu regülatörün devre dışı kalmasına rağmen stj fimbriyasına özgü 

proteinin halen üretildiğinin tespiti, ppGpp global regülatörü dışında ikinci bir 

regülatörün stj fimbriyasının regülasyonunda görev aldığına işaret etmektedir. Gen 

bölgesinin inaktivasyonuna rağmen β-Galaktozidaz aktivitelerinde artış görülmesi, 

varsayılan ikinci regülatör için bu inaktivasyonun, aktivatör olarak etki ettiğini 

düşündürmektedir. S. Typhimurium’da bir çok virülens etkinin ikili regülator sistemler 

ile düzenlendiği bilinmektedir (Miller vd. 1989, Merighi vd. 2006). Histidin biyosentezi 

inaktive edilmiş Salmonella mutantlarında konakçı sistemde kalıcılığın ve virulanslığın 

düştüğü değişik araştırıcılar tarafından belirlenmiştir. Histidin oksotrofisinin en önemli 

etkilerinden biri Salmonella suşlarında sistemik enfeksiyon yapma oranını düşürmesidir 

(Akkoç vd. 2009, Barker vd. 2010). Bugüne kadar söz konusu etkilerin oksotrofi ve 

ppGpp ile ilişkisi kısmen incelenmiş, ancak bu mutasyonların etkilediği proteinler 

üzerinde herhangi bir çalışma yapılmamıştır. Özellikle mutant suşlarda üretimi 

engellenen proteinlerin Salmonella patojenitesi ile ilişkilendirilmesi, söz konusu histidin 

operonunun patojenitedeki etkinliğinin tanımlanması açısından büyük önem 

taşımaktadır. 
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Şekil 2.3 Histidin biyosentezi izyolu ve operonu (Alifano vd. 1996). 
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2.5 Sistemik Enfeksiyonun Moleküler Temeli 

 

2.5.1 Asit, safra ve katyonik antimikrobiyal peptidlere dirençlilik 

 

Bakterinin bağırsağa gelmeden önce karşılaştığı asidik mide ortamına ve safra tuzlarının 

etkilerine karşı kullandığı moleküler mekanizmalar tam anlamıyla açıklığa 

kavuşturulabilmiş değildir. Ancak bu şartlara karşı oluşturulacak tepkinin, Salmonella 

virulans regülonunun merkezinde bulunan PhoPQ regülatör sistemi tarafından kontrol 

edilen bazı genler aracılığı ile oluşturulduğu bilinmektedir (Cotter ve DiRita 2000). 

 

Amfipatik, katyonik, antimikrobiyal peptidlere karşı direncin moleküler temeli diğer 

peptitlere nazaran daha iyi anlaşılmıştır. Bu tip moleküller; nötrofil granüllerinde, 

makrofajlarda, fagozomlarda ve mukozal epitelin salgısında bulunur. Bu moleküllerin 

lipopolisakkarit tabakaya (lipid A’ nın negatif (-) yüklü fosforil grubuna) iyonik olarak 

bağlanarak bakteriyi öldürdüğü bilinmektedir. Bu bağlanmadan sonra peptidler, bakteriyel 

hücre ölümüyle sonuçlanan iç ve dış membranın geçirgenliğini yönetirler. Patojen 

organizmalar kendilerini bu peptidlerin etkilerinden korumak amacıyla, iyonik bağ 

oluşumunu engellemek için kendi hücre yüzeylerini modifiye ederler. pmrE, pmrF, pmrG 

ve pagP gibi bazı Salmonella genlerinin, lipid A tabakasının modifiye edilmesinde ve 

antibiyotik polimiksin gibi katyonik peptidlere karşı dirençte rol oynayan proteinleri 

kodladığı gösterilmiştir (Gunn vd. 1998, Guo vd. 1998). pmrE, pmrF, pmrG ve pagP 

genleri, PhoPQ sistemi kontrolündeki pmrAB geni tarafından pozitif olarak regüle 

edilmektedir (Cotter ve DiRita 2000). 

 

 

 

2.5.2 Konakçı bağırsak epiteline tutunma 

 

Fimbriyalar (pili); 2-8 nm genişliğinde ve 0.5-10 µm uzunluğunda, fimbrin adı verilen 

proteinlerin heliks yapısında düzenlenmesiyle oluşmuş ve bakterilerin konakçı yüzey 

epiteline tutunmasında önemli rolü olan yapılardır (Collinson vd. 1996). 
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Her bir fimbriyal tip için reseptör özgüllüğü belirlenmemiştir. Mürin bağırsak organ kültür 

modellerinde, hücrelerin villüslü bağırsağa yönelimi plazmid kodlu fimbriyalar aracılığı ile 

olurken, Peyer plaklarına yönelim, uzun-polar fimbriyalar aracılığı ile gerçekleşmektedir 

(Baumler vd. 1996a, Baumler vd. 1996b).  

 

lpfABCDE, pefBACCD ve sefABCD fimbriyal operonları, uzun-polar fimbriyaları, plazmid 

kodlu fimbriyaları ve Salmonella alttürlerinden farklılaşarak oluşmuş S. Enteritidis 

fimbriyalarını kodlarken, fimAICDHF ve agfBAC fimbriyal operonları, tip I fimbriyaları ve 

E.coli kıvrımlı fimbriyalarının homoloğu olan fimbriyaları kodlamaktadır (Baumler vd. 

1997, Baumler vd.1998). Salmonella’ nın genom dizi analizleri sonucunda 13 farklı 

fimbriyal operon içerdiği gösterilmiştir. Bu fimbriyaların haricinde, 2 adet ototransporter 

proteinin (ShdA ve MisL adhezinleri) ve mukoid kapsül yapıların konakçı epiteline 

tutunmada rol oynadığı saptanmıştır (Bian ve Normark 1997, Boekema vd. 2004, Tükel vd. 

2005, 2006, Gibson vd. 2007). 

 

 

MisL proteininin S. Typhimurium’un patojenitesindeki fonksiyonu çalışmaları fare model 

sistemleri ile gerçekleştirilmiştir. Bu araştırmada bir misL mutantının fare bağırsak 

sisteminde doğal suşa oranla kalıcılığının düştüğü (cecum’ da kolonize olma yeteneğini 

önemli ölçüde kaybetmiştir) ve dışkıdaki oranının ise önemli ölçüde azaldığı tespit 

edilmiştir. Ayrıca MisL ototransporter proteininin S. Typhimurium’a fibronektine (FN) ve 

kollajene bağlanma aktivitesi kazandırarak, kolonik karsinoma kökenli insan epitel 

hücrelerinde invaziviteyi artırmada rol aldığı da tanımlanmıştır. Bu veri MisL’in, 

bağırsakta Salmonella’nın kolonizasyonu için gerekli bir ekstraselüler matriks adhezin 

proteini olduğuna işaret etmektedir (Tükel vd. 2007). 
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S. enterica serovar Typhimurium genomunda kodlanan MisL ototransporter proteininin 

enfekte edilen konakçıda ifadesinin yapıldığı ancak laboratuar koşullarında bu protein 

üretilmediği bilinmektedir. MisL ototransporter proteininin in-vitro koşullarda üretimi 

amacıyla yürütülen bir araştırmada, immün elektron mikroskopi verileri MisL proteininin 

bakterinin dış yüzeyinde biriktiğini, diğer bir ifade ile S. Typhimurium’ un bulunan hücre 

dışı bir matriks adhezini olduğunu kanıtlamıştır (Şekil 2.4) (Akçelik ve Akçelik 2011). 

 

 

 

 

Şekil 2.4 MisL proteini üretimi indüklenmiş (solda), MisL proteini üretimi 
indüklenmemiş S. Typhimurium 14028 suşunun elektron mikroskobu görüntüsü (sağda) 
(Akçelik ve Akçelik 2011). 
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2.5.3 Konakçı epiteli ile etkileşim 

 

Epitelyal hücrelerin S. Typhimurium tarafından enfekte edilmesi konakçıda çeşitli hücresel 

tepkilerin ortaya çıkmasına neden olur. Şimdiye kadar karakterize edilmiş bu tepkiler, SPI-

1’ de (Salmonella Patojenite Adası-1) kodlanan tip III salgı sistemi (TTSS) ve bu sistem 

yoluyla salgılanan efektör proteinlerin üretimi ile özetlenebilir. Konakçı hücrede meydana 

gelen en çarpıcı tepki; konakçı hücre plazma membranı katlanmalarıdır. Bu membran 

katlanmaları için SPI-1 tip III salgı sistemi efektörleri SopE, SipA, SipC ve SptP gibi 

efektörler gereklidir. SopE, Rho GTPaz’larda GDP/GTP nükleotid değişimini stimüle 

ederek membran büzülmesini indükler ve böylece konakçı Rac-1 ve Cdc42 gibi hücre 

sinyal transdüksiyon çağlayanını aktive eder (Hardt vd. 1998). 

 

Aktin hücre iskeleti düzenlemeleri, nükleasyon, paketleme ve aktin filamentlerinin 

stabilizasyonunu yönlendiren SipA ve SipC efektörleri tarafından yapılır (Hayward vd. 

1999, Zhou vd. 1999a, Zhou vd. 1999b). SptP, bir tirozin fosfatazdır. Bu efektör, kültürü 

yapılmış epitelyal hücrelere mikroinjeksiyon yoluyla verildiğinde, aktin filamentlerinin ve 

stres fibrillerinin ortadan kaldırılması işleminin bozulduğu saptanmıştır. (Fu ve Galan 

1998, Kaniga 1996). SptP’ nin aynı zamanda plazma membranının tekrar eski haline 

dönmesini sağlayan bir efektör olduğu öne sürülmüştür (Fu ve Galan 1999). 

 

S. Typhimurium’ un epitelyal hücrelerle etkileşimi aynı zamanda proinflamatuvar 

sitokinlerin üretimi ile sonuçlanır. Örneğin bazolateral yüzeyde bulunan interlökin-8 ve 

patojen tarafından apikal yüzeyde oluşturulan epitelyal kemoatraktant (hareketli hücrelerde 

pozitif kemotaksiyi indükleyen madde) üretimleri tanımlanmıştır (Eckmann vd. 1993, Jung 

vd. 1995, McCormick vd. 1995, McCormick vd. 1998). İnterlökin-8’ in indüklenmesi, 

mitojen-aktive edilmiş protein kinazların (ERK, JNK ve p38’ in) stimülasyonu sonucu 

oluşan transkripsiyon faktörleri NF-KB ve AP-1’ in aktivasyonu aracılığı ile olmaktadır 

(Hobbie vd. 1997). S. Typhimurium tarafından indüklenen bu mitojen-aktive edilmiş 

protein kinazların stimülasyonunun (uyarımının) Cdc42 ve Rac-1’ in SopE bağımlı 

aktivasyonu sonucu yapıldığı gösterilmiştir (Hardt vd. 1998). Sonuç olarak SopE, hem 

bakteriyel internalizasyonla sonuçlanan hücre iskeletinin düzenlenmesi hem de 

proinflamatuvar sitokinlerin üretiminde görev alır (Şekil 2.5) (Zhang vd. 2003). 
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S. Typhimurium farede gastroenterite neden olmadığı için, sığırda salgılı diyareyle 

sonuçlanan S. Dublin enfeksiyonu bu hastalık için iyi bir model teşkil etmektedir. S. Dublin 

tarafından indüklenen inflamasyonun ve sıvı salgısının, buzağı ileal düğümlerinde bir 

inozitol fosfat fosfataz olan SopB aracılığı ile meydana getirildiği belirlenmiştir (Galyov 

vd. 1997, Norris vd. 1998). SopB, fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfatın hidrolizini 

gerçekleştirir. Ca+2-bağımlı klorid sekresyonunun bir inhibitörüdür. Bunun yanı sıra 

1,3,4,6-pentakifosfatı 1,4,5,6-tetrakifosfata dönüştüren, fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat’ ın 

klorid salgısının inhibisyonunu tetikleyerek, dolaylı bir şekilde klorit salgısını attıran bir 

sinyal molekülüdür. SopB’ nin SPI-5’ de (Salmonella patojenite adası-5) kodlandığı ve 

Salmonella Typhimurium dahil varolan tüm Salmonella serovaryetelerinde bulunduğu 

gösterilmiştir (Wood vd. 1998, Miao vd. 2002). 

 

SPI-1 kodlu tip III salgı sistemi ile salgılanıp salgılanmadıkları ve fonksiyonlarının henüz 

bilinmemesine rağmen SPI-5’ de kodlanan diğer 3 gen, PipA, PipB ve PipD’ nin 

ürünlerinin, sıvı salgısı ve inflamasyonda rol oynadığı saptanmıştır (Wood vd. 1998, Lee 

ve Galan 2004). 
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Şekil 2.5 Salmonella Typhimurium’ da tip III salgı sistemi (TTSS) efektör proteinleri 

(Zhang vd. 2003). 

 

Tip III salgı sistemi efektörlerinin konakçı hücre sitozolüne transportu, translokasyon 

kompleksi formunu almış efektörler SipB, SipC, ve SipD aracılığı ile yapılmaktadır. SopA, 

SopE2, SlrP ve SopD’ nin ve patojenite adalarının pozisyonları Salmonella Typhimurium 

LT2’ nin genom analizini tamamlayan McClelland vd. (2001) tarafından tayin edilmiştir. 

Tip III salgı sistemi efektör genleri sspH1 ve sopE1, yalnızca bakteriyofajlar tarafından 

kodlanmaktadır. S. Typhimurium’ un buzağılarda yol açtığı inflamasyonlu diyare modeli, 

insan sistemine en yakın model olarak tanımlanmıştır (Şekil 2.6) (Bronstein vd. 2000, 

Tucker ve Galan 2000, Zhang vd. 2003, Haraga vd. 2008).  
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Şekil 2.6 S. Typhimurium’ un buzağıda yol açtığı inflamasyonlu diyarenin aşamalarını 

gösteren model (Zhang vd. 2003). 

Epitel hücrelerin      
istilası 

Nötrofil 
ekstravazasyonu ve 

damar 
geçirgenliğinde artış 

(ödem) 

Nötrofil indüklü 
doku hasarı (epitelyal 
ayrılma) ve sıvı 
birikmesinin 
başlaması 

Çok miktarda 
nötrofilin efüzyonu 
ve proteince zengin 
sıvının intestinal 
lümene girişi 

Yalancı membran 
(pseudomembrane) 
oluşumu ve diyare 
(kandan intestinal 
lümene sıvı akışı) 

1 saat 

3 saat 

8 saat 

12-48 
saat 

15 dakika 

Enterositler M-hücreleri 
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Şekil 2.6 (devam)  

 

A- Sığırda Peyer Plakları’ nın S. Typhimurium ATCC 14028 suşu ile enfekte edildikten 15 

dakika sonraki durumunu gösteren TEM (Geçirmeli Elektron Mikroskobu) görüntüsü (109 

CFU/loop ileum (ince bağırsağın son kısmı) S. Typhimurium). Fırça kenarlı enterositlerin 

büzülmesi ve membran bağlı vokuellere bakteriyel internalizasyon (hücre içine giriş). 

B- Sığırda Peyer Plakları’ nın S. Typhimurium ATCC 14028 suşu ile enfekte edildikten 15 

dakika sonraki durumunu gösteren TEM görüntüsü (109 CFU/loop ileum (ince bağırsağın 

son kısmı), S. Typhimurium). Folikül-ilişkili epitel içerisinde bulunan bir M-hücresine 

internalize olmuş bakteri hücresi. 

C- Sığırda Peyer Plakları’ nın S. Typhimurium ATCC 14028 suşu ile enfekte edildikten 1 

saat sonra (109 CFU/loop ileum (ince bağırsağın son kısmı), S. Typhimurium) emici 

villüsün lamina propriası (LP) içerisine nötrofil sızımının görüntüsü.  

D- Sığırda Peyer Plakları’ nın S. Typhimurium ATCC 14028 suşu ile enfekte edildikten 3 

saat sonra (109 CFU/loop ileum (ince bağırsağın son kısmı), S. Typhimurium) emici 

villüslerin düzleşmesi (kütleşmesi). Nötrofiller ile lamina proprianın kanaması ve 

infiltrasyonu. Oklar, nötrofillerin intestinal lümende (L) göç ettiği yerleri göstermektedir. 

Diğer ok ucu ise bir emici villüsün ucundaki yüzey epitelyal hücrelerinin ayrılışını 

göstermektedir.  

E- Sığırda Peyer Plakları’ nın S. Typhimurium ATCC 14028 suşu ile enfekte edildikten 8 

saat sonra (109 CFU/loop ileum (ince bağırsağın son kısmı), S. Typhimurium)  intestinal 

lümendeki (L) (bağırsak lümeni)  çok sayıdaki nötrofilin varlığını gösteren görüntü. 

Kanama ve intestinal epitelin görmüş olduğu hasar ve enterositlerin ayrışması.  

F- Terminal ileumun S. Typhimurium ATCC 14028 suşu ile oral yolla enfekte edildikten 

48 saat sonraki (1010 CFU, S. Typhimurium) patolojisi. Sığır Peyer plaklarının üzerinde 

yalancı membran oluşumu.           
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2.5.4 Makrofajlarla etkileşim 

 

S. Typhimurium’ un makrofajlar içerisinde apoptozisi (programlı hücre ölümü) indüklediği 

birçok grup tarafından tanımlanmıştır (Chen vd. 1996, Lindgren vd. 1996, Monack vd. 

1996). J774A.1 ve kemik iliği kaynaklı makrofajlarda apoptozis indüksiyonunun farklı 

şekillerde yapılması Salmonella’ nın aktive edilmiş makrofajlarda durağan haldeki 

makrofajlara oranla apoptozisi indükleme durumunun daha fazla olduğunu göstermiştir. 

Yapılan bir çalışmada, bir SPI-1 efektörü olan SipB proteininin kaspaz-1’ e bağlanıp onu 

aktive ettiğinde makrofaj apoptozisinin indüklendiği gösterilmiştir (Hersh vd. 1999). 

Apoptozis indüklenmediğinde, S. Typhimurium makropinositoz sürecini stimüle ederek 

makrofajların içerisine kendi girişini sağlar. Bu yol SPI-1 kodlu tip III salgı sisteminin 

fonksiyonuna gereksinim duyar (Alpuche-Aranda vd. 1994, Kimbrough ve Miller 2000).  

 

Salmonella’ nın geniş fagozomlara girişi gerçekleştikten sonra hayatta kalma ve sistemik 

hastalığın oluşumu için tamamen farklı virulans faktörleri devreye girer. Makrofaj içinde 

hayatta kalma için gerekli olan genlerden biri slyA genidir. Bu genin MarR- tipi bir 

transkripsiyonel regülatörü kodladığı ve bu genin reaktif oksijen türlerine (ROS) karşı 

dirençte etkili olduğu tahmin edilmektedir (Daniels vd. 1996, Buchmeier vd. 1997). 

Salmonella kromozomunun 25. dakikasında bulunan patojenite adacığında yer alan pagC 

ve pagD genleri (Miller vd. 1989, Miller vd. 1992), indüklenebilir Mg+2 taşıma sistemini 

kodlayan mgtCB geni (Blanc-Potard ve Groisman 1997), ve Salmonella patojenite adası 2’ 

nin de (SPI-2) makrofajlar içinde hayatta kalma için gerekli olduğu saptanmıştır (Ochman 

vd. 1996, Shea vd. 1996, Valdivia ve Falkow 1996, Cirillo vd. 1998, Hensel vd. 1998, 

Marlovitis vd. 2004). SPI-2 kodlu tip III salgı sisteminin (TTSS), S. Typhimurium 

efektörlerini fagozomal membrandan makrofaj sitozolüne aktardığı belirlenmiştir. SPI-2’ 

nin bir ürünü ve enfekte edilen makrofajların sitozolüne yerleşim için gerekli olan SpiC 

efektörünün, normal hücresel madde alışverişini doğrudan etkilediği ve fagozom-endozom 

füzyonunu inhibe ettiği saptanmıştır (Uchiya vd. 1999, Ehrbar vd. 2003, Higashide ve 

Zhou 2006). Salmonella virulans plazmidi üzerinde yer alan spvRABCD genlerinin S. 

Typhimurium’ un mürin enfeksiyonu süresince makrofajlara karşı dirençlilik için önemli 

rolü olduğu saptanmıştır (Gulig vd. 1998, Brumell vd. 2003, Lee ve Galan 2004, Karavolos 

vd. 2005, Haraga vd. 2008). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1 Mikroorganizmalar 

 

Bu tez kapsamında kullanılan S. Typhimurium LT2 suşu (kontrol suşu) ve mudJ 

transpozonu ile histidin operonu inaktive edilmiş S. Typhimurium ∆his 87 mutant suşu 

Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Prokaryot Genetiği Laboratuarı kültür 

koleksiyonundan sağlanmıştır.    

 

3.1.2 Mikroorganizmaların gelişme koşulları   

 

Salmonella suşları LB broth besiyerlerinde, çalkalamalı inkübatörde (200 rpm), 37 ºC’ de 

geliştirilmiştir. 

 

Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck, Germany)  

 

Tripton                              10 g  

Maya ekstratı                     5 g  

NaCl                                  10 g  

Agar                                  15 g  

pH7.0±0.002 (sterilizasyondan önce) 

 

Ortam içerikleri 1000 mL distile su içerisinde çözülmüş ve sterilizasyon, 121 ºC’ de 15 

dakika süre ile yapılmıştır. 
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3.1.3 Çözeltiler 

 

PBS 

 

NaCl                                   8 g  

KCl                                    0,2 g 

Na2HPO4                           1,44 g  

KH2PO4                             0,24 g 

Distile su                            500 mL 

 

%10 SDS Çözeltisi  

 

SDS                                  5 g  

Distile su                          50 mL 

 

 

Fiksatif Çözelti 

 

Etanol                               40 mL 

Asetik asit                        10 mL 

Distile su                           50 mL    

 

 

TGS (Tris-Glisin-SDS) 

 

Tris                                    3 g       

Glisin                                 14.4 g 

SDS                                   1 g 

Distile su                            1000 mL 
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Standart Çözelti 

 

ACN (Asetonitril)                                     500 µl 

% 1’ lik TFA (Trifluoroacetic acid)         100 µl  

HPLC su                                                   400 µl 

 

 

Gümüş Nitrat Çözeltisi 

 

100 mL solüsyon için; 

                                          Gümüş Nitrat                                             200 mg 

                                          Formaldehit (%37 HCHO)                        25 µl  

 

 

Geliştirici Çözelti (Developer) 

 

100 mL solüsyon için;  

                                          Potasyum karbonat                                     3 g 

                                          Formaldehit (%37 HCHO)                        25 µl 

                                          Sodyum tiyosülfat pentahidrat                   1 mg 

 

 

Durdurucu Çözelti (Stop)     

 

100 mL solüsyon için;  

                                          Tris                                                             5 g 

                                          Asetik asit                                                  2 mL 
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Yığma Jel 

 

(6 Adet jel için) (% 4’ lük)                                               

0.5 M Tris-HCL pH6.8                                 39.75 mL 

% 40 Akrilamid-bisakrilamid çözeltisi         15.9 mL         

% 10 SDS                                                      1.59 mL 

Distile su                                                        100.806 mL 

% 10 APS                                                       795 µl 

TEMED                                                          159 µl 

 

 

Ayırıcı Jel 

 

(6 Adet jel için) (% 12.5’ lik)                                            

1.5 M Tris-HCL pH8.8                                 162.5 mL 

% 40 Akrilamid-bisakrilamid çözeltisi         203.125 mL         

% 10 SDS                                                      6.5 mL 

Distile su                                                        274.3 mL 

% 10 APS                                                       3.25 mL 

TEMED                                                          325 µl 

 

 

 

 

 

 

 

 



 25

Dengeleme Tamponu I  

 

DTT                                                               231 mg 

0.5 M Tris-HCL (pH6.8)                               3.75 

% 10 SDS                                                      1.5 mL 

Gliserol                                                           6 mL 

Çözelti HPLC su ile 30 ml’ ye tamamlanır. Kullanımdan önce bromofenol mavisi eklenir. 

 

 

 

Dengeleme Tamponu II 

 

İyodoasetamid                                               305 mg 

0.5 M Tris-HCL (pH 6.8)                              3.75 mL 

% 10 SDS                                                      1.5 mL 

Gliserol                                                          6 mL 

Çözelti HPLC su ile 30 ml’ ye tamamlanır. Kullanımdan önce bromofenol mavisi eklenir. 

 

 

Matriks Çözeltisi 

 

CHCA (Sinapinic acid)                                 100 mg 

MeCN (Asetonitril)                                        1 mL 

Karışım votrekslenerek re-kristalizasyon işlemi uygulanır. 
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Beş Peptit Karışımı 

 

Konsantrasyonları 20 pmol/µl ACTH 18-39, 1000 pmol/µl Renin 1-14, 10.000 pmol/µl 

Substance P, 20.000 pmol/µl Angiotensin ve 1000 pmol/µl Glu-Fib olan peptit çözeltileri 

HPLC su ve standart çözücü ile seyreltilerek hepsinin konsantrasyonları 20 pmol/µl olacak 

şekilde ayarlandı. 

 

Ekstraksiyon Tamponu 

 

% 1 Formik asit (HCOOH)                       

% 2 Asetonitril (MeCN) 

 

 

3.2 Yöntem 

 

3.2.1 Total protein izolasyonu ve miktar tayini 

 

% 1 inokülasyon oranı ile LB broth besiyeri ortamına aktarılan Salmonella suşları 37 ºC’ 

de, 200 rpm çalkalama hızında 18 saatlik inkübasyona bırakıldı. Bu süre sonunda gelişen 

kültür ortamından, içerisinde 50 mL LB broth besiyeri bulunan erlenmayerlere % 1 

oranında (500’ er µl) inokulasyon yapıldı ve ardından suşlar 6 saat boyunca 37 ºC, 200 

rpm’ de OD600 değerleri ~1.8’ e ulaşana kadar geliştirildi. Bu aşamada (geç-eksponensiyel 

faz) bakteri kültürleri 50 mL’ lik deney tüplerine alınarak 7500 rpm’ de 10 dakika santrifüj 

işlemine tabi tutuldu (Encheva vd. 2009). Süpernatant uzaklaştırılarak çökeltiler 25’ er mL 

PBS içinde çözüldü ve 7500 rpm’de 15 dakika tekrar santrifüj işlemi uygulandı. Bu işlem 2 

kez tekrarlanarak çökeltiler PBS ile yıkandı. Son aşamada çökeltilerin üzerine eşit hacimde 

PBS eklendi ve çökeltiler çözülerek 1.5 mL’ lik konik tüplere aktarıldı. Ardından 7500 

rpm’ de 2 dakika santrifüj işlemi ile hücreler çöktürüldü. Üst sıvı ortamdan 

uzaklaştırıldıktan sonra tüplere sırasıyla 1 mL toplam protein ekstraksiyonu çözeltisi (Bio-

Rad ReadyPrep Total Protein Extraction Kit, USA), 10 µl pH 3-10 amfolit, 11 µl TBP 

(tribütilfosfin) eklendikten sonra tüp içerikleri magnetik karıştırıcıda karıştırıldı. Hücre 

parçalanmasının tamamlanabilmesi için 60 Amp.’ da 5x10 saniye sonikasyon (Ultrasonic 
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processor, Sonics, Vibra cell, Taiwan) işlemi uygulandı. Son olarak 15000 rpm’ de, 18 ºC’ 

de 25 dakika santrifüj işlemi uygulanarak çözünmeyen hücre parçaları çöktürüldü, üst sıvı 

yeni tüplere alınarak protein izolasyonu işlemi tamamlandı. Protein miktarının 

belirlenebilmesi için protein miktar tayini kiti (Bio-Rad RC DC Protein Assay, USA) 

kullanıldı. Spektrofotometrik ölçümde 250 µg/mL, 500 µg/mL, 750 µg/mL, 1000 µg/mL 

ve 1250 µg/mL konsantrasyonlarında BSA (sığır serum albumin) (Bioshop, Canada) 

kullanıldı. Örnekler spektrofotometrede (Spectra Max M2, USA) 750 nm dalga boyunda 

ölçülerek protein miktarları belirlendi.  

 

 

3.2.2 İki yönlü sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (2D-SDS-PAGE)  

 

İki yönlü SDS-jel elektroforezi için ilk aşamada rehidratasyon gerçekleştirildi. Bu işlem 

için 24 cm’ lik pH 3-10 NL (linear olmayan) (Bio-Rad Ready IPG Strip, USA) stripler 

kullanıldı. Protein miktar tayini ile miktarları belirlenen örnekler strip başına 150 µg/mL 

olacak şekilde alınarak son hacim, rehidratasyon tamponu ile 450 µl ’ye tamamlandı ve 

15000 rpm’ de 5 dakika santrifüj işlemi uygulandıktan sonra kuyulara yüklendi. Ardından 

jel kısımları alta gelecek şekilde stripler kuyulara yerleştirildi. Rehidratasyon süresince 

örneklerin buharlaşmasını önlemek amacıyla striplerin üzeri 1.5-2 mL mineral yağ ile 

kaplandı. Örneklerin kuyulardan jele geçmelerini sağlamak amacıyla stripler 20 ºC’ de 50 

V akımda 15 saat aktif rehidratasyona tabii tutuldu (Protean IEF Cell, Bio-Rad, USA). 

Metodun tekrarlanabilirliği ve güvenilirliği açısından her bir örnek için 3 tekrarlı çalışıldı. 

 

Rehidratasyon işlemi tamamlandıktan sonra, 80.000 V-hr akımda izoelektrik fokuslama 

işlemine başlandı (Protean IEF Cell, Bio-Rad, USA). Proteinlerin izoelektrik noktalarına 

göre ayrımı sağlandıktan sonra stripler dengeleme tamponu I ve II ile 10’ ar dakika 

muamele edilerek, hazırlanmış olan poliakrilamid jellere yüklendi. 12’ li elektroforez 

tankında, 18 ºC’ de yığma jel için 125 V, ayırıcı jel için 200 V elektrik akımı uygulanarak 

proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre ayrımı sağlandı (Protean Plus Dodeca Cell, Bio-

Rad, USA). 
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Elektroforez işleminin ardından jeller 30’ ar dakika fiksatif çözeltide (% 40 etanol, % 10 

asetik asit) bekletildi. Bu işlem 2 kere daha tekrarlanarak amfolitlerin jelden uzaklaşması 

sağlandı. Ardından jellere gümüş nitrat boyama metodu uygulanarak proteinler boyandı 

(Rabilloud ve Carpentier 1988). Boyama işlemi sonunda jeller distile su içerisine alındı ve 

ardından fotoğrafları çekildi (Bio-Rad Versa Doc Model 1000) (Garrels 1979). 

 

 

3.2.3 MALDI-TOF analizi 

 

Jel üzerinde izoelektrik noktaları ve moleküler ağırlıklarına göre ayrımı yapılan protein 

spotları, PD Quest programı kullanılarak, tekrarlar arası ve Salmonella Typhimurium LT2-

Salmonella Typhimurium ∆his 87 mutant (doğal suş - mutant) arası spot analizleri 

gerçekleştirldi. Analiz işlemleri tamamlandıktan sonra The Proteome Works Spot Cutter 

cihazı ile spotlar jelden kesildi (The Proteome Works Spot Cutter, Bio-Rad, USA). Kesilen 

spotlar 96 kuyucuklu mikroplakalar içerisine alındı.  

 

Spot kesimi işleminin tamamlanmasının ardından tripsinizasyon işlemine başlandı. 

Başlangıç yıkaması ve gümüş nitrat boyanın uzaklaştırılması için; kuyulara 1:1 oranında 

karıştırılmış 30 mM potasyum ferrisiyanit (K3Fe(CN)6) ve 100 mM sodyum tiyosülfat 

(Na2S2O3) karışımından 80’ er µl eklendi ve örnekler 37 ºC’ de 15 dakika inkübasyona 

bırakıldı. Ardından kuyulara 120 µl daha aynı karışımdan eklenerek 37 ºC’ de 15 dakika 

beklendikten sonra, çözeltiler kuyulardan mikropipet yardımı ile çekildi. Yıkama işlemi 

için 150 µl HPLC su eklendi. 37 ºC’ de 10 dakika inkübasyon süresinden sonra eklenen su 

kuyulardan geri çekildi ve 50 µl 100 mM amonyum bikarbonat (NH4HCO3) eklendi. 

Örnekler 37 ºC’ de 5 dakika bekletildi. Son olarak 75 µl asetonitril (MeCN) eklendikten 

sonra 37 ºC’ de 5 dakika beklendi ve kuyulardaki çözelti uzaklaştırılarak başlangıç 

yıkaması ve boyanın uzaklaştırılması işlemi sonlandırıldı. Redüksiyon ve alkilasyon işlemi 

için; kuyulara 50 µl asetonitril (MeCN) ilave edildi ve 37 ºC’ de 5 dakika inkübe edildi. 

Ardından asetonitril uzaklaştırılarak, kuyular içerisindeki sıvının buharlaşması için 37 ºC’ 

de 10 dakika beklendi. Bu süre bitiminde 50 µl 10 mM ditiyotreitol (DTT) 50 mM 

amonyum bikarbonat (NH4HCO3) çözeltisi eklenerek 30 dakika inkübasyona bırakıldı. 

Ardından 50 µl 55 mM iyodoasetamid 50 mM amonyum bikarbonat (NH4HCO3) çözeltisi 
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eklenerek 20 dakika daha inkübe edildi, 100 µl asetonitril (MeCN) ilave edilerek 37 ºC’ de 

5 dakika beklendi ve bu süre sonunda kuyulardaki sıvı geri çekildi. Yıkama ve 

dehidratasyon işlemi için; kuyulara 50 µl 100 mM amonyum bikarbonat (NH4HCO3) 

eklendi, 37 ºC’ de 10 dakika beklendi. Üzerine 50 µl asetonitril (MeCN) ilave edilerek 37 

ºC’ de 5 dakika daha beklendi ve kuyulardaki sıvı geri çekildi. Bu asetonitril (MeCN) 

ekleme-geri çekme işlemi 2 kere daha tekrar edildi ve ardından oda sıcaklığında 15 dakika 

beklenerek tüm asetonitrilin (MeCN) buharlaşması sağlandı. Tripsinizasyon ilave aşaması 

için; 6.25 ng/µl tripsin - 50 mM amonyum bikarbonat (NH4HCO3) çözeltisi hazırlandı ve 

her bir kuyuya 25’ er µl tripsin çözeltisi eklendi. Oluşabilecek herhangi bir 

kontaminasyonu ve buharlaşmayı önlemek amacıyla mikroplaka streç film ile sarıldı ve 

kuyular içerisindeki jel parçalarının tripsini içine çekmesi için oda sıcaklığında 30 dakika 

beklendi. Bu süre sonunda tripsinizasyon için örnekler 37 ºC’ de 5 saat inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyondan sonra örnekler 30 dakika oda sıcaklığında tutuldu. Oda 

sıcaklığındaki örneklerin üzerine 30 µl ekstraksiyon tamponu ilave edildi ve 30 dakika 

beklendi. Ardından örnekler PZR plakalarına transfer edildi. Ekstraksiyon oranını artırmak 

amacıyla jel parçacıklarının bulunduğu plakaya 12’ şer µl ekstraksiyon tamponu ile 12’ şer 

µl asetonitril (MeCN) eklenip kuyular içerisindeki sıvı çekilerek PZR plakasına aktarıldı. 

PZR plakası içinde bulunan örneklere 1 gece liyofilizasyon işlemi uygulandı. 

Liyofilizasyon işlemi tamamlandıktan sonra örnekler PZR plakasının içinde 2’şer µl 

standart çözelti içinde çözüldü ve 1:1 oranında matriks ile karıştırılarak MALDI plakasına 

yüklendi. Analiz için; standart olarak hazırlanan 5 peptit karışımı kullanıldı. Elde edilen 

sonuçlar MASCOT/Mass Finger Print programı kullanılarak değerlendirildi (Shevchenko 

vd. 2007).                              
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI  

 

 

4.1 S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium ∆his 87 ’ nin Gelişme Eğrilerinin Eldesi 

 

S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium ∆his 87 suşlarının gelişmelerinin giderek 

yavaşladığı ve durağan faza geçmeye başladığı noktayı (geç eksponensiyel faz) belirlemek 

için suşlar 50 mL’lik LB besiyerlerine % 1 oranında inoküle edilerek 37 ºC’de 200 rpm 

çalkalama hızında geliştirilmeye başlanmıştır. Her saat sonunda kültürlerin yoğunlukları 

OD600 değerinde ölçülmüştür. S. Typhimurium’ un epitelyal hücrelerin istilası için gerekli 

olan genlerini (SPI-1) zengin besiyeri ortamındaki gelişme fazında ifade ettiği 

tanımlanmıştır. Buna karşılık S. Typhimurium suşlarının hem sistemik enfeksiyondan hem 

de enfekte edilen makrofajlar içerisindeki gelişmeden sorumlu genlerin (SPI-2) ifadesini 

durağan fazda sağladıkları bilinmektedir (Adkins vd. 2006).  

Bu literatür verileri de dikkate alınarak, Salmonella suşlarının OD600 değerlerinin 6. saatin 

sonunda yaklaşık 1.8 değerine ulaştığı zaman, denemelerin yapılması için ideal zaman 

olarak belirlendi. Bu 6 saatin sonunda hücreler santrifüj işlemi ile çöktürüldü ve protein 

izolasyonu işlemine başlandı.  

6. saatin sonunda elde edilen gelişme eğrileri şekil 4.1 ve şekil 4.2’ de verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 31

      

S. Typhimurium LT2

0

0,5

1

1,5

2

60 dak. 120 dak. 180 dak. 240 dak. 300 dak. 360 dak.

Süre

O
D
 6
0
0

LT2

    

 

                            

  

                         

 

 

Şekil 4.1 S. Typhimurium LT2’ nin gelişme eğrisi. Dil factor: dilüsyon faktörünü, dak: 

dakikayı ifade etmektedir. 
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Süre OD600 Log CFU/mL Antilog 
Dil 

factor CFU/mL 

60 dak. 0,067 -1,17393 8,012874 1,03E+08 1 1,03E+08 

120 dak. 0,346 -0,46092 8,751786 5,65E+08 1 5,65E+08 

180 dak. 1,068 0,028571 9,25907 1,82E+09 1 1,82E+09 

240 dak. 1,58 0,198657 9,435336 2,72E+09 1 2,72E+09 

300 dak. 1,909 0,280806 9,52047 3,31E+09 1 3,31E+09 

360 dak. 2,057 0,313234 9,554077 3,58E+09 1 3,58E+09 

 

Şekil 4.2 S. Typhimurium ∆his 87’ nin gelişme eğrisi. Dil factor: dilüsyon faktörünü, dak: 

dakikayı ifade etmektedir. 

Süre OD600 Log CFU/mL Antilog 
Dil 

factor CFU/mL 
60 dak. 0,035 -1,45593 7,720619 52555657,91 1 5,26E+07 
120 dak. 0,193 -0,71444 8,489054 308357461,4 1 3,08E+08 
180 dak. 0,507 -0,29499 8,923748 838972930,6 1 8,39E+08 
240 dak. 0,82 -0,08619 9,140142 1380835195 1 1,38E+09 
300 dak. 1,536 0,186391 9,422625 2646212231 1 2,65E+09 
360 dak. 1,88 0,274158 9,513581 3262727065 1 3,26E+09 
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4.2 S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium ∆his 87’ nin Toplam Protein Profilleri 

 

 

S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium ∆his 87’ nin toplam protein profillerinin eldesi 

için, ilk etapta Bio-Rad Toplam Protein İzolasyonu kiti (Bio-Rad ReadyPrep Total Protein 

Extraction Kit, USA) ile bakterilerden toplam protein izolasyonu gerçekleştirildi. 

Ardından, izole edilen proteinlerin, SDS-iki yönlü jel elektroforezi tekniği kullanılarak jel 

üzerinde izoelektrik noktaları ve moleküler ağırlıklarına göre ayrımı sağlandı. Ayrımda 

Bio-Rad 24 cm’ lik pH 3-10 NL (lineer olmayan) stripler kullanıldı (Şekil 4.3 ve Şekil 4.4). 

 

 

 

 

 

   

Şekil 4.3 S. Typhimurium LT2’ nin SDS-iki yönlü jel elektroforezi ile belirlenen toplam 

protein profilleri (M: Marker) 
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Şekil 4.4 S. Typhimurium ∆his 87’ nin SDS-iki yönlü jel elektroforezi ile belirlenen toplam 

protein profilleri (M: Marker) 

 

 

 

SDS-iki yönlü jel elektroforezi yöntemi ile izoelektrik noktaları ve moleküler ağırlıklarına 

göre ayrımı yapılan protein spotlarının, PD Quest programı kullanılarak eşleştirme 

analizleri gerçekleştirildi. Eşleştirilen jellerden Student t dağılımı olasılık testi kullanılarak 

43 adet spot belirlendi. Belirlenen bu spotlar, MALDI-TOF analizleri için, The Proteome 

Works Spot Cutter cihazı ile jelden kesildi (The Proteome Works Spot Cutter, Bio-Rad, 

USA). Elde edilen sonuçlar Mascot-Peptid Mass Fingerprint veri bankasında 

değerlendirildi (Şekil 4.5).       

 

 

 

 

80 kDa 
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Şekil 4.5 S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium ∆his 87 suşunun eşleştirme analizleri 

sonucu oluşturulan protein ifade grafikleri (Kırmızı: S. Typhimurium ∆his 87, Yeşil: S. 

Typhimurium LT2) 
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Yapılan bu analizlere göre S. Typhimurium LT2’ de (kontrol suşu) ifade edilip, S. 

Typhimurium ∆his 87’ de ifade edilmeyen, spot numaraları 7507, 5209, 6309, 2512 ve 

6308 olan 5 farklı spot belirlendi (Şekil 4.5, Şekil 4.6, Şekil 4.7, Şekil 4.8 Şekil 4.9). 

             

 

 

 

A.                                                               B. 

   

 

Şekil 4.6 Karşılaştırmalı protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 suşu, B. S. 

Typhimurium ∆his 87 suşu (7507 numaralı protein spotu) 
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A.                                                                 B. 

   

 

Şekil 4.7 Karşılaştırmalı protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 suşu, B. S. 

Typhimurium ∆his 87 suşu (5209 numaralı protein spotu) 
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A.                                                                 B. 

   

 

Şekil 4.8 Karşılaştırmalı protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 suşu, B. S. 

Typhimurium ∆his 87 suşu (6309 numaralı protein spotu) 
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A.                                                                 B. 

   

 

Şekil 4.9 Karşılaştırmalı protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 suşu, B. S. 

Typhimurium ∆his 87 suşu (2512 numaralı protein spotu) 
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A.                                                                 B. 

   

 

Şekil 4.10 Karşılaştırmalı protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 suşu, B. S. 

Typhimurium ∆his 87 suşu (6308 numaralı protein spotu) 
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Yapılan jel analizleri sonucu, S. Typhimurium LT2’ de (kontrol suşu) ifade edilip, S. 

Typhimurium ∆his 87’ de ifade edilmeyen protein spotları (5 adet) jelden kesildi ve 

tripsinizasyon işlemi uygulandı. Tripsinizasyon işleminden sonra proteinlerin MALDI-TOF 

analizleri gerçekleştirildi. MALDI-TOF analizlerinden elde edilen sonuçlar Mascot-Peptid 

Mass Fingerprint veri bankasında değerlendirildi. 

 

Bu sonuçlara göre; S. Typhimurium LT2’ de (kontrol suşu) tanımlanan ancak mutant suşta 

üretilmeyen 7507 numaralı spottaki proteinin, arjinin--tRNA ligaz enzimi ile ortak olan 

dokuz peptit içerdiği (913.6503, 2274.6172, 2274.9465, 2275.8030, 891.5310, 1343.2618, 

1344.1228, 892.6037, 1117.9342 Dalton) belirlenmiştir. Elde edilen bu veriler söz konusu 

S. Typhimurium proteininin arjinin--tRNA ligaz enzimi olduğunu kanıtlamaktadır (Şekil 

4.11). 

   

 

 

 

Şekil 4.11 S. Typhimurium LT2’ de arjinin--tRNA ligaz proteini ile ortak peptidler 

1343.2618 
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Şekil 4.11 S. Typhimurium LT2’ de arjinin--tRNA ligaz proteini ile ortak peptidler 

(Devam) 

 

 

 

 

S. Typhimurium LT2’ de (kontrol suşu) tanımlanan 6309 numaralı spottaki proteinin tripsin 

enzimi ile kesimi sonucu oluşan peptidlerden beş adeti (1060.5424, 1061.5332, 1304.9124, 

1144.8882, 912.5651 Dalton) Salmonella efektör proteini sifA ile ortak bulunmuştur. Bu 

veri 6309 numaralı spottaki proteinin sifA olduğunu göstermektedir. (Şekil 4.12). 

 

 

 

 

Şekil 4.12 S. Typhimurium LT2’ de efektör protein sifA proteini ile ortak peptidler 

912.5651 
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S. Typhimurium LT2’ de (kontrol suşu) tanımlanan 2512 numaralı spottaki proteinin tripsin 

enzimi ile kesimi sonucu oluşan peptidlerden altı adeti (871.3944, 1020.8837, 1021.0162, 

1060.6323, 1434.5200, 1305.3115 Dalton) GMP sentaz (glutamin hidrolizi) proteini ile 

tamamen aynı bulunmuştur. Bu bulgu söz konusu spottaki proteinin Salmonella GMP 

sentaz enzimi olduğunu kanıtlamaktadır (Şekil 4.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.13 S. Typhimurium LT2’ de GMP sentaz (glutamin hidrolizi) proteini ile ortak 

peptidler 

 

 

1020.8837 
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S. Typhimurium LT2’ de (kontrol suşu) tanımlanan 6308 numaralı spottaki proteinin tripsin 

enzimi ile kesimi sonucu oluşan peptidlerden 5 adeti ise (1304.1641, 1143.9009, 928.7015, 

1117.1028, 1898.6469 Dalton) olan 5 ortak peptidle guanin nükleotid değişim faktörü sopE 

proteini ile aynı tespit edilmiştir. Bu veriler de 6308 numaralı spottaki proteinin sopE 

olduğunu tanımlamaktadır (Şekil 4.14). 

 

 

 

 

Şekil 4.14 S. Typhimurium LT2’ de guanin nükleotid değişim faktörü sopE proteini ile 

ortak peptidler 

 

 

S. Typhimurium LT2 suşunda tanımlanan, mutant suşta ise bulunmayan 5209 numaralı 

protein spotu MALDI sisteminde tanımlanamamıştır. 

1898.6469 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Çalışmamızda kontrol olarak kullanılan S. Typhimurium LT2 ile histidin mutantı S. 

Typhimurium ∆his 87 arasında gerçekleştirilen karşılaştırmalı proteomik analizler sonucu 

Salmonella Typhimurium LT2’ de ifade edilen, ancak S. Typhimurium ∆his 87’ de ifade 

edilmeyen 4 protein tanımlanmıştır. Bu tanımlanan proteinlerden ilki; arjinin--tRNA ligaz 

proteinidir. Söz konusu enzim, Salmonella’ da ATP + L-arginine + tRNA(Arg) = AMP + 

diphosphate + L-arginyl-tRNA(Arg) reaksiyonunu katalizleyen ve protein 

metabolizmasında görev alan önemli bir proteindir (McClelland vd. 2001). Salmonella 

enfeksiyonunun ilk aşamasında bakteri midenin düşük asidik koşulları ile karşılaşmaktadır. 

S. Typhimurium’ un pH 2.5 altında üreyemediği dikkate alındığında, bu stres koşulu ile baş 

etmek için strateji geliştirmesi zorunluluğu ortaya çıkmaktadır. İnce bağırsakta ise; düşük 

oksijen, safra tuzları, antimikrobiyal peptidler, zayıf asitler yanında, besinsel ve yer 

koşulları için diğer mikroorganizmalarla yarışma, başlıca stres koşullarıdır (Ryschlik ve 

Barrow 2005, Spector ve Kenyon 2011). Özellikle midenin düşük asidik koşullarına ve 

ince bağırsakta oksijenin az olmasından kaynaklanan anoksik ortam stresine karşı 

dirençlilik oluşturan mekanizmalardan birinin arjinin bağımlı bir sistem olduğu 

saptanmıştır. Bu sistemde arjinin, arjinin dekarboksilaz enzimleri aracılığı ile agmatine 

dönüştürülerek stres yanıtı oluşturulmaktadır (Bearson vd. 1997, Kieboom ve Akee 2006, 

Viala vd. 2011). İnce bağırsak sisteminde değişen besinsel koşullar ve amino asit 

limitlemesi, kolonizasyon üzerinde kritik rol oynamaktadır. Bu koşullarda Salmonella 

suşlarında arjininin de dahil olduğu birçok amino asit sentez genlerinin indüklendiği 

belirlenmiştir (Harvey vd. 2011, Spector ve Kenyon 2011). Tüm bu literatür verileri 

dikkate alındığında;  S. Typhimurium LT2 suşunda histidin operonunun inaktivasyonuna 

yol açan mutasyonun polar etkisi sonucu üretimi engellenen arjinin--tRNA ligaz enziminin, 

başarılı bir enfeksiyon için büyük önem taşıdığı ortaya çıkmaktadır. Zira amino asit 

yetersizliği, düşük asit ve anoksik koşullarla Salmonella’ nın baş edebilmesi için arjinin 

sentezi anahtar bir role sahiptir. Arjinin--tRNA ligaz enziminin yokluğunda bu sentezin 

yapılabilmesi olanaklı değildir. Bu durum, araştırmamızda kullanılan histidin operonu 

inaktive edilmiş mutant suşun fare model sistemlerinde virulanslığının düşmesini 

açıklamaktadır (Akkoç vd. 2009). İkinci protein; Salmonella patojenite adası-2’ de (SPI-2) 
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kodlanan ve tip III salgı sistemi’ nin (TTSS) bir efektörü olan SifA proteinidir. Salmonella 

enterica serovaryeteleri, fagositik olmayan konakçı hücreleri enfekte ettikten sonra, 

konakçı hücre içinde yaşamada kalma ve replikasyon için fagozom benzeri yapıları tercih 

ederler. Bu yapılar Salmonella içeren vokuol (SCV) adını alır. Epitel hücrelerinin 

içerisinde yer alan lizozomal membran glikoproteinleri olan, Salmonella tarafından 

indüklenen filamentlerin (Sif) oluşumu, Salmonella’ nın konakçı hücre içerisinde 

replikasyonu için uygun niş oluşumunu sağlar ve Salmonella replike olur. Salmonella 

enfeksiyonu için kritik bir öneme sahip olan bu filamentlerin oluşumu tip III salgı sistemi 

(TTSS) efektörlerinden biri olan SifA proteini tarafından teşvik edilmektedir. SifA, bu 

fonksiyonu RhoA ailesi GTPazları aktive ederek sağlamaktadır (Haraga vd. 2008, 

Guiterrez vd. 2010, Agbor ve McCormik 2011). S. Typhimurium ∆his 87 suşunda histidin 

operonunun inaktivasyonuna yol açan transpozon mutasyonunun SifA efektör proteininin 

üretimini engellemesinin, avirülent mutantın ortaya çıkmasında kritik bir rol oynadığı, 

yukarıda özetlenen literatür verileri tarafından doğrulanmaktadır. Histidin mutasyonunun 

polar etkisinin hangi yolla gerçekleştiğinin anlaşılması patojenite regülasyon ağının 

detaylandırılması açısından büyük önem taşımaktadır. Tanımlanan üçüncü protein; GMP 

(guanozin monofosfat) sentazdır. Bu enzim Salmonella’ da, ATP + ksantozin 5'-fosfat + L-

glutamin + H2O = AMP + difosfat + GMP + L-glutamat reaksiyonunu katalizleyen ve 

pürin metabolizmasında görev alan önemli bir proteindir (McClelland vd. 2001). Bakteriyel 

metabolizmadaki önemi, söz konusu enzimin inaktivasyonu sonucu S. Typhimurium’ un 

konakçı sistem içerisinde yaşamda kalmasını olumsuz yönde etkileyeceğine işaret 

etmektedir. Diğer yandan guanozin monofosfat sentaz genleri üzerinde yürütülen yeni bir 

araştırmada, bu genlerin S. enterica’ nın da dahil olduğu birçok bakteri ve arke türünde 

yatay gen transferi için sıcak noktalar olduğu belirlenmiştir. Bu güne kadar genomik 

adalarda yatay gen transferi yoluyla alınan DNA parçalarının genel entegrasyon bölgeleri 

olarak tRNA, rRNA ve bazı küçük RNA genleri tanımlanmıştır. Ancak bu yeni bulgu, 

guanozin monofosfat sentaz geninin de (guaA) genomik adaların mobilizasyonu ve yatay 

gen transferi yoluyla virulans faktörlerin kazanımında temel elemanlardan biri olduğunu 

göstermektedir (Song vd. 2012). Histidin operonu inaktive edilmiş mutant suşta (S. 

Typhimurium ∆his 87) söz konusu genin inaktivasyonu, özellikle yatay gen transferi ile 

gerçekleşen bakteriyel evrim ve virulanslık özelliklerinin detaylı bir şekilde 

araştırılmasında önem taşımaktadır. Tanımlanan dördüncü ve son protein ise; guanin 
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nükleotidi değişim faktörü sopE proteinidir. Bu protein, Salmonella patojenite adası-1’ de 

kodlanan tip III salgı sisteminin efektörlerinden biridir. Konakçı hücrede membran 

katlanmaları için gereklidir. SopE, Rho GTPaz’larda GDP/GTP nükleotid değişimini 

stimüle ederek membran katlanmasını indüklemekte ve böylece konakçı Rac-1 ve Cdc42 

gibi hücre sinyal transdüksiyon çağlayanını aktive etmektedir. Hem bakteriyel 

internalizasyonla sonuçlanan hücre iskeletinin düzenlenmesi, hem de proinflamatuvar 

sitokinlerin üretiminde görev alan bir efektör proteindir (Hardt vd. 1998, Barker vd. 2010). 

Histidin operonunun transpozon mutasyonu yolu ile inaktivasyonunun tip III salgı 

sisteminin bir elemanı olan ve Salmonella’ nın hücre işgalinde etkin bir rol oynayan sopE 

efektör proteininin üretimini engelleyecek bir etki yaratması, diğer üç protein için olduğu 

gibi, Salmonella patojenitesi açısından büyük önem taşımaktadır.  

 

Histidin biyosentez yeteneğini kaybetmiş Salmonella mutantlarının konakçı sistemlerde 

virulanslığının düştüğü değişik serovaryetelerle yürütülen hayvan model denemelerinde 

belirlenmiştir (Galan 2001, Galan 2008, Akkoç vd. 2009, Barker vd. 2010). Özellikle 

HisD/HisG mutantları ile yürütülen araştırmalarda, ökaryotik sistemlerde yaşamda 

kalmanın azaldığı ve dolayısı ile patojenitesinin önemli ölçüde düştüğü saptanmıştır. Bu 

etkinin yapay vokuol sistemlerde de düşmesi, söz konusu etkinin yalnız oksotrofiden 

kaynaklanmadığına, aynı zamanda histidin mutasyonunun polar etkilerine bağlı olduğuna 

işaret etmiştir (Ohl ve Miller 2001, Fang ve Rimsky 2008, Alteri vd. 2009, Choi vd. 2010). 

Bakterinin hayatta kalması, sistemik enfeksiyonun gerçekleşmesi ve sürekliliği açısından 

önemli olan ve çalışmamızda belirlenen bu proteinlerin de histidin mutantı S. Typhimurium 

∆his 87’ de ifadesinin olmaması, bu literatür verilerini desteklemektedir. Bu tez çalışması 

histidin operonunun S. Typhimurium’ un patojenitesinde büyük bir öneme sahip 

olduğunun, moleküler kanıtlar ile belirlenmesi açısından uluslararası literatüre katkı niteliği 

taşımaktadır. Söz konusu proteinlerin üretimi üzerinde histidin operonundaki 

mutasyonların ne tür bir etki yaptığının moleküler düzeyde belirlenmesi, Salmonella 

enfeksiyonunun regülasyonunun anlaşılmasında rol oynayacaktır. 
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