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Salmonella enterica serovar typhimurium’ da histidin operonu inaktive edilmis bir mutant susun

proteomik analizi

ibrahim ERDOGAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

Bu c¢alismada, transpozon mutasyonu yolu ile histidin operonu inaktive edilmis bir S. Typhimurium
mutant1 (S. Typhimurium Ahis 87) ile kontrol sus olarak kullanilan S. Typhimurium LT2 susu arasindaki
proteomik diizeyde degisimler incelenmis, sz konusu mutasyon kosullarinda mutantta (Salmonella
Typhimurium Ahis 87° de) ifadesi olmayan protein spotlar1 tanimlanmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda,
S. Typhimurium LT2’ de ifade edilen ancak S. Typhimurium Ahis 87’ de ifadesi olmayan 4 adet protein
saptanmistir. Bu proteinler; arjinin biyosentezi, amino asit acligi, midenin diisiik asidik kosullar1 ve
anoksik kosullarda iiretilmesi zorunlu olan arjinin--tRNA ligaz proteini, Salmonella’ nin konake1 hiicre
icerisinde replikasyonu i¢in uygun nis olusumunu saglayan SifA efektor proteini, konaket hiicre icerisinde
hayatta kalma ve bakteriyel metabolizmada 6nemli gorevleri olan GMP (guanozin monofosfat) sentaz
proteini, ve konakg¢i hiicrede gergeklesen membran katlanmalart i¢in gerekli olan guanin niikleotidi
degisim faktorii sopE proteinleridir. Sa/monella Typhimurium LT2 susunda histidin operonu inaktive
edilmis mutant susta, s6z konusu mutasyonun polar etkileri sonucu iiretimi engellenen proteinlerin,
literatiir verileri dikkate alnarak degerlendirildiginde konak hiicrede bakterinin sistemik enfeksiyonu

basarili bir sekilde gergeklestirebilmesi i¢in 6nemli proteinler olduklari belirlenmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

Proteomic analysis of a histidine operon inactivated mutant strain of salmonella enterica serovar
typhimurium

ibrahim ERDOGAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, it has been analysed that the changes at the proteomic level between a Salmonella mutant (S.
Typhimurium Ahis 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 Ahis 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 Ahis 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 Ahis 87 very essential for

successfully systemic infection in the host.
July 2012, 55 pages
Key Words: Salmonella, proteomics, histidine operon
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1. GIRIS

Salmonella’ nin diinya genelinde yilda 3 milyar insanda enfeksiyona neden oldugu tahmin
edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gdre bu enfeksiyonlarin yaklasik 22
milyonunu tifo atesi olusturmaktadir ve yilda yaklasik 200.000 insan bu enfeksiyonlar
sonucu yasamini yitirmektedir (Crump vd. 2004). Kontamine olmus gidalar ve kirli sular,
zayif saglik Onlemleri ve kotii hijyen kosullart Salmonella riskini arttirmaktadir. S.
Paratyphi’ nin neden oldugu paratifo atesinin goriilme sikligi, tifo atesine gére daha azdir.
Ancak yine de tifo atesinin % 25’ i kadarina S. Paratyphi A’ nin sebep oldugu tahmin
edilmektedir (Crump vd. 2004). S. Paratyphi A’ nin enfeksiyon belirtileri S. Typhi’ nin
neden oldugu belirtilerle benzerdir. Fakat Endonezya’ da yapilan bir ¢alisma sonucunda, bu
iki serovaryetenin bulagsma yollarmin farkli oldugu ve birlikte enfeksiyon yapma

ihtimallerinin diisiik oldugu saptanmistir (Vollaard vd. 2004).

Salmonella enterica serovaryeteleri, lizerinde en c¢ok calisilan bakteriyel patojenler
olmalarina ragmen, patojenite mekanizmasinin tamamen anlagilabilmesi i¢in bilim
adamlariin oniinde uzun bir yol bulunmaktadir. Sa/monella enfeksiyonlarinin 6nemini

dort ana baglik altinda toplamak miimkiindiir:

(1) Salmonella enterica serovaryeteleri, tim diinyada en 6nemli gida kokenli hastalik

etmenleridir.

(i1) Genis konakc1 dizgesine (araligina) sahiptirler. Farkli konakg¢ilarda farkli hastaliklara

neden olmaktadirlar.

(ii1) Kalic1 (persistant) enfeksiyonlara yol agabilmektedirler.

(iv) Giderek artan bir sekilde bir¢ok antibiyotige diren¢ kazanmaktadirlar (Boyle vd. 2007).

Bu temel nedenlerle Sa/monella patojenitesinin molekiiler dogasi, yogun arastirmalara

konu olmaktadir.



Degisik bakterilerde amino asit biyosentezini ydneten enzimleri kodlayan genlerin
regiilasyon karakteristikleri iizerinde yiiriitiilen ¢aligmalar, bu operonlarin regiilasyonu
ile iliskili ¢cok sayida fonksiyonel genin tanimlanmasini1 beraberinde getirmistir. Laktoz
(lac) ve triptofan (trp) operonlar1 yaninda histidin (his) operonu da ozellikle
enterobakteriler basta olmak iizere, tiim bakteri gruplarinda, bu regiilasyon
caligsmalarinin modeli haline gelmistir (Porwollik vd. 2004, Tiikel vd. 2006, Gibson vd.
2007, Lahiri vd. 2009, Raghunathan vd. 2009).

Histidin biyosentez yetenegini kaybetmis Sa/monella mutantlarinin konakg sistemlerde
virulanshiginin diistiigli degisik serovaryetelerle yiiriitiilen hayvan model denemelerinde

belirlenmistir (Galan 2001, Galan 2008, Akkog vd. 2009, Barker vd. 2010).

Ozellikle HisD/HisG mutantlar ile yiiriitiilen arastirmalarda, &karyotik sistemlerde
yasamda kalmanin azaldigi ve dolayisi ile patojenitesinin 6nemli Olclide diistiigii
saptanmistir. Bu etkinin yapay vokuol sistemlerde de diismesi, sz konusu etkinin
yalniz oksotrofiden kaynaklanmadigina, ayn1 zamanda histidin mutasyonunun polar
etkilerine bagli olduguna isaret etmistir (Ohl ve Miller 2001, Fang ve Rimsky 2008,
Alteri vd. 2009, Choi vd. 2010). Ancak bugiine kadar histidin biyosentez mutantlarinin
polar etkilerine dair sinirli ¢aligmalar yiiriitiilmiis ve bu caligmalar yine histidin
biyosentez genleri ile kisith kalmistir (Morgan vd. 2004, Foley ve Lynne 2008,
Hamilton vd. 2009, Marcado-Lubo vd. 2009).

Prokaryotik operonlarda meydana gelen mutasyonlar, ayn1 operonda ya da operon
disinda bulunan bir¢ok gen iizerinde polar etkiler yaratabilmektedir. Bu caligmada S.
Typhimurium’da, transpozon mutasyonu yolu ile histidin operonu inaktive edilen
mutantlarda proteomik diizeyde degisimler incelenerek, séz konusu mutasyon

kosullarinda iiretimi artan ve azalan proteinlerin patojenite ile iligkisi aragtirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Salmonella, Gram negatif, ¢ubuk seklinde, S. Gallinarum ve S. Pullorum haricinde
hareketli, spor olusturmayan, cok sayida konakciyr enfekte edebilme yetenegine sahip,
fakiiltatif anaerob hiicre i¢i bir patojendir. Gelismesi i¢in optimum pH aralifi 6.6-8.2,
optimum sicaklik ise 37°C’ dir. Ilk Salmonella susu 1885 yilinda Daniel E. Salmon
tarafindan domuz bagirsagindan izole edilmistir (Salmonella Choleraesuis). Salmonella
konakg1 hiicre icinde ¢esitli hiicre tiplerini enfekte eder (M- hiicreleri, epitelyal hiicreler,
makrofajlar, dentritik hiicreler gibi). Bakteri hayatta kalmak icin bu hiicrelere kars1 kendine
0zgili savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Enfeksiyon hastaliklar1 dogrudan ya da dolayli
olarak insan populasyonlarinda hala 6nemli oranda hastaliga yakalanma ve 6liim oranina
neden olmaktadir. Caglardan beri bu tip hastalikarin engellenmesi ve kontrol altina
alinmasi insanoglu icin biiylik zorluklar yaratmistir. Salmonella cinsine ait S. enterica
serovar Typhi’ nin neden oldugu tifo atesi bu hastaliklardan biri olarak 6rnek verilebilir.
Diger bakteriyel patojenlerin aksine, Salmonella Paratyphi ve Salmonella Typhi disindaki
tiim serotipler, ¢ok sayida konakc¢iyr enfekte edebilme yetenegini kazanmistir. Salmonella
enfeksiyonlar1 gelismekte olan veya gelismemis iilkelerde oOzellikle Asya ve Afrika
tilkelerinde ciddi oranda halk sagligimi etkilemektedir. S. Typhimurium insanda gida
kaynakli gastroenterite en sik sebep olan bakterilerden biridir. S. Typihmurium’ un farede
neden oldugu semptomlar, insanda S. Typhi’ nin neden oldugu semptomlarla benzerlik
gostermektedir. Antibiyotikler kanda Sa/monella’ y1 61diirebilmesine ragmen, bu bakterinin
icerdigi vokuollere niifuz edip edemedigi hala bilinmemektedir. Bu yiizden daha karmagsik
yapida, coklu ila¢ direnclili§ine sahip Salmonella suslarmin ortaya ¢ikacagi senaryolari
diisiiniilebilir. Sonu¢ olarak bu tiir patojenlerle bas edebilmek i¢in yeni nesil asilar
gelistirmeye ihtiya¢ vardir. Bunun miimkiin olabilmesi i¢in de Sal/monella patojenitesinin
molekiiler diizeyde anlagilmasi gerekmektedir (Lahiri vd. 2010). Sa/monella, spesifik hiicre
tiplerini enfekte edebilmek icin kendine 6zgili stratejiler gelistirmistir ve beyin de dahil

olmak tizere bircok dokuyu enfekte etme yetenegine sahiptir (Soni vd. 2010).



2.2 Sistemik Salmonelloz

S. Typhimurium, farede 6liimcil sistemik enfeksiyonlara yol agtig1 i¢in, bu organizmayla
enfekte edilen miirinler, insan tifo atesi i¢in model olarak kullanilmaktadir. Bu model ayni
zamanda sistemik salmonelloz i¢in bakteri-konak¢1 etkilesiminin en 1iyi sekilde
anlasilmasini saglayan modeldir. S. Typhimurium’ un patojenitesine katkida bulunan 60’ in
tizerinde genin oldugu saptanmistir. Bu genlerin diizenlenmesi (regiilasyonu) ile ilgili
bircok c¢alisma yiiritilmesine karsin, halen tam olarak bu siirecler agikliga
kavusturulabilmis degildir. Salmonella tipik olarak konakgilarini kontamine olmus gida ya
da su aracilig1 ile enfekte eder. Bakteri, kolonizasyonda dncelikli (birincil) bolgesi olan
ince bagirsaga ulagsmak i¢in midenin asidik sartlarina, safra tuzlarinin yikici etkilerine karsi
yasamini siirdiirmek zorundadir. S. Typhimurium, bagirsak duvari boyunca silindirik
epitelyal hiicrelerini istila edebilme yeteneginde olmasinin yaninda, fareler ile yiiriitiilen
deneylerde, Peyer plaklari’ nin (Peyer’ s patches) folikiil-iligkili epitelde yer alan M
(mikrofold) hiicrelerine yoneldigi de gosterilmistir (Jones vd. 1994, Galan vd. 1996). M
hiicrelerinin yikim1 folikiil-iligkili epitelin bir boslugunda gergeklesir. M hiicrelerinin
istilastyla birlikte, komsu enterositleri (E) ve daha derin dokular olan fagositik hiicreleri
(makrofajlar ve polimorfoniiklear nétrofiller) istila etmek bakteri i¢in kolaylasir (Sekil 2.1)

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

Oral yolla viicuda giris yapan Salmonella, kolonizasyon igin birincil bolgesi olan ince
bagirsaga ulasmadan 6nce mide asidi ve safra tuzlarinin yikici etkisine karsi hayatta
kalmay1 bagarmalidir. Sal/monella, lamina propria i¢inde polimorfoniiklear nétrofiller ve
makrofajlarla karsi karsiya kalir ve makrofajlar aracilifiyla dalak ve karacigere kadar

taginabilir (Cotter ve DiRita 2000).



Salmonella’ nin aktive edilmis makrofajlarla etkilesime girdiginde apoptozisi (programli
hiicre 6liimii) tetikledigi belirlenmistir (Chen vd. 1996, Lindgren vd. 1996, Monack vd.
1996). Salmonella durgun haldeki makrofajlarla kars1 karsiya kaldiginda ise aktive edilmis
makrofajlarla karsilastigindakinin aksine, genis fagozomlara kendi makropinositik girisini
indiikler (Alpuche-Aranda vd. 1994). Makrofajlar icerisinde hayatta kalma ve fagozom-
lizozom filizyonunun engellenmesi Sa/monella tarafindan kontrol edilmektedir (Ishibashi ve
Arai 1990, Buchmeier ve Heffron 1991, Rathman vd. 1997, Uchiya vd. 1999). Bu
makrofajlarin i¢indeki Sal/monella, karaciger ve dalaga kadar tasmabilir. Bir aragtirmada
Salmonella’ nin bagirsaktan dalaga gecisinin, M hiicrelerinin ya da lokalize olmus Peyer
plaklarinin istilast s6z konusu olmaksizin gergeklesebilecegi saptanmistir (Vazquez-Torres
vd 1999). Bu yolak, CD18 tarafindan ifade edilen fagositlerin sirkiile olarak kan dolasimina
tasinmasini igerir. S. Typhimurium’ un karaciger ve dalaktaki gelisme oraninin 0,5-1,5
log/giin oldugu hesaplanmistir. Organdaki bakteri orani 108 10° CFU/organ’ a ulastiginda
endotoksik soktan farkli olarak, lipopolisakkarit (LPS) tabakada meydana gelen hasar
nedeniyle farelerin 6ldiigl belirlenmistir (Cotter vd. 2000).



2.3 Salmonella iceren Vokuol (SCV)

Salmonella, birgok hiicre tipini enfekte etme ve bu enfekte ettigi hiicrelerde ¢ogalabilme
yetenegindedir. Ancak replikasyon i¢in Oncelikli yerleri makrofajlardir. Ciinkii sistemik
enfeksiyon siiresince Sa/monella’ nin, retikiiloendoteliyal sistemin (RES) lenfatik dokular1
ve organlarinda varlig1 saptanmistir (Richter-Dahlfors vd. 1997). Makrofajlar igerisinde
replikasyon yetenegi olmayan Salmonella suslarinin fare enfeksiyon modellerinde avirulant
olduklar gosterilmistir (Fields vd. 1986). Fagositik olmayan hiicrelerin aksine, Salmonella,
SPI-1 ve SPI-1 kodlu olmayan tip III salgi sisteminin indiikledigi makropinositozu da
iceren ¢esitli endositik siiregler yoluyla makrofajlar icerisine girebilir (Alpuche-Aranda vd.
1994). SPI-1 tip III salg1 sisteminin indiikledigi makropinositoz ile birlikte SipA, SopB,
SopD ve SopE2 gibi birkag SPI-1 tip III salg1 sistemi efektorii hiicre i¢inde siirekliligine ve
enfeksiyon siirecinin hiicresel asamalarina katki sagladigi belirlenmistir (Hernandez vd.
2004, Jiang vd. 2004, Drecktrah vd. 2005, Dukes vd. 2006 Brawn vd. 2007). Salmonella
hiicre i¢ine giris yaptiktan sonra genis fagozom olarak adlandirilan vokuolar kompartiman
igerisine alinir (Alpuche-Aranda vd. 1994). Genis fagozom dakikalar sonra bir veya daha
fazla bakterinin etrafinda yapiskan membran formunu almak i¢in biiziiliir. Vokuoliin bu

haline de Salmonella igeren vokuol (SCV) ad1 verilir (Sekil 2.2) (Haraga vd. 2008).



% - Salmonella spp.

Epitelyal hiicre

Mikrotiibiiller

Sekil 2.2 Salmonella Igeren Vokuol (SCV)’ iin olusumu ve konake1 hiicre icerisinde SPI-2
kodlu tip III salgt sistemi’ nin indiiklenmesi (Haraga vd. 2008).

Makropinositoz yoluyla hiicre i¢ine alindiktan kisa silire sonra Salmonella, membran
biiziilmesiyle birlikte genis fagozomlarla ¢evrelenir. Sonrasinda bu fagozom, lizozomlarla
kaynasarak ve bakteri etrafinda katlanarak SCV olusur. SCV, endositik bir belirte¢ olan
lizozomal iligkili membran protein 1° i (LAMP-1; mor renkte) igerir. SCV i¢inde
Salmonella patojenite adasi-2 (SPI-2) kodlu tip III salgi sistemi (TTSS) indiiklenir ve
fagositozdan birkag¢ saat sonra, fagozomal membrandan efektdr proteinlerin (sar1 renkte)

translokasyonu baglar.



SPI-2 kodlu tip III salgi sistemi efektorleri SifA ve PipB2, mikrotiibiiller (yesil renkte)
boyunca Sif (Salmonella-tarafindan indiiklenen filament) olusumuna katki saglar ve Sif ve
SCV iizerinde mikrotiibiil-motor (sar1 yildiz seklinde) akiimiilasyonunu regiile eder. Ssel,
fagozom membran {izerinde aktif olan bir deagilazdir. SseF ve SseG, SCV’ ye yakin olan
mikrotiibiillerin paketlenmesine neden olur ve Golgi-kaynakli vezikiil trafigini SCV’ ye
dogru yonlendirir. SCV etrafindaki aktin akiimiilasyonunda, SPI-2 kodlu tip III salg
sistemi-bagimli yolda, SspH2, SpvB ve Ssel’ nin rolleri oldugu diistiniilmektedir (Haraga

vd 2008).

2.4 Histidin Biyosentezi

S. Typhimurium’da histidin biyosentezi, histidin operonu tarafindan kodlanan 10 enzim
tarafindan katalize edilmektedir (Sekil 2.3) (Edhin ve Doini 1971, Holzclaw ve
Chapman 1975). Histidin sentezinde gorev alan ilk enzim olan ve hisG geninde
kodlanan ATP fosforiboziltransferazin ayni1 zamanda histidin operonunun regiilasyonu
ile de iliskili oldugu in-vivo ve in-vitro calismalarda tanimlanmistir (Blasi vd. 1971,
Brenner ve Ames 1971, DiNocera, vd. 1975). Ancak bu enzimin histidin operonunun
ana regiilatdr ajan1 olmayip gen regiilasyonunda yardimci olarak fonksiyon gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica ATP fosforiboziltransferaz aktivitesine bagli olarak biiylik
capta metabolik degisikliklerin meydana geldigi saptanmistir (Goiten ve Parsons 1980).

Bakterilerde hisG  geninin promotorunun hemen Onlinde bulunan ve gen
ekspresyonunda global bir regiilator olan ppGpp (Guanozintetrafosfat) baglanma
bolgesi yer almaktadir (Sekil 2.3). ppGpp, RNA polimerazin B ve B' alt {initelerine
baglanarak, basta transkripsiyon olmak iizere bir¢ok fizyolojik aktiviteyi etkilemektedir
(Goiten ve Parsons 1980, Magnusson vd. 2005). Yapilan calismalar ppGpp’nin
dogrudan RNA polimeraza baglandigimi ve DNA’da spesifik bolgelere baglanan
regiilator proteinlerin yoklugunda transkripsiyonu yonlendirdigini, dolayisi ile ppGpp’yi
etkileyen mutasyonlarin dogrudan RNA polimeraz1 etkileyerek transkripsiyonun
etkinliginin diistiglinii gostermistir. S6z konusu global regiilatoriin farkli bakterilerde

gelisme stirecinde hiicre fizyolojisini etkiledigi bilinmektedir. Patojenik bakterilerde ise



tim bu etkilerin yaninda ppGpp’nin kalicilik ve virulans 6zelliklerin ekspresyonunda
dogrudan rolii oldugu saptanmigtir. Ornegin S. Typhimurium’da Patojenite Adas1 I’de
kodlanan virulans genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde ppGpp regiilatérii 6nemli
bir role sahiptir (Pizarro-Cerda ve Tedin 2004). ppGpp iiretimini etkileyen mutasyonlar
sonucunda ise E. coli’de biyofilm olusumunun (Balzer ve McLean 2002) ve
Pseudomonas aeroginosa’da viriilens etkinin azaldig1r belirlenmistir (Erickson vd.

2004).

Transpozon mutasyonu sonucu histidin operonunda hisG geninin bozulmasi ile ATP
fosforiboziltransferaz enzim aktivitesi ortadan kalkmakta ve dolayisi ile ppGpp RNA
polimeraza baglanamadigi ig¢in transkripsiyon orani diismektedir. Ancak yapilan
caligmalarda bu regiilatoriin devre disi kalmasina ragmen stj fimbriyasina 0zgii
proteinin halen {retildiginin tespiti, ppGpp global regiilatérii disinda ikinci bir
reglilatoriin stj fimbriyasinin regiilasyonunda gorev aldigina isaret etmektedir. Gen
bolgesinin inaktivasyonuna ragmen [-Galaktozidaz aktivitelerinde artis goriilmesi,
varsayillan ikinci regiilator icin bu inaktivasyonun, aktivatdr olarak etki ettigini
diisiindiirmektedir. S. Typhimurium’da bir ¢ok viriilens etkinin ikili regiilator sistemler
ile diizenlendigi bilinmektedir (Miller vd. 1989, Merighi vd. 2006). Histidin biyosentezi
inaktive edilmis Sa/monella mutantlarinda konakg1 sistemde kaliciligin ve virulanshigin
distiigii degisik arastiricilar tarafindan belirlenmistir. Histidin oksotrofisinin en énemli
etkilerinden biri Salmonella suslarinda sistemik enfeksiyon yapma oranini diistirmesidir
(Akkog vd. 2009, Barker vd. 2010). Bugiine kadar s6z konusu etkilerin oksotrofi ve
ppGpp ile iligkisi kismen incelenmis, ancak bu mutasyonlarin etkiledigi proteinler
iizerinde herhangi bir calisma yapilmamistir. Ozellikle mutant suslarda iiretimi
engellenen proteinlerin Salmonella patojenitesi ile iliskilendirilmesi, s6z konusu histidin
operonunun patojenitedeki etkinliginin tanimlanmas1 agisindan biiyilk 6nem

tagimaktadir.
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Sekil 2.3 Histidin biyosentezi izyolu ve operonu (Alifano vd. 1996).
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2.5 Sistemik Enfeksiyonun Molekiiler Temeli

2.5.1 Asit, safra ve katyonik antimikrobiyal peptidlere direnclilik

Bakterinin bagirsaga gelmeden Once karsilastigi asidik mide ortamina ve safra tuzlarinin
etkilerine karst kullandigi  molekiiler —mekanizmalar tam anlamiyla acikliga
kavusturulabilmis degildir. Ancak bu sartlara karsi olusturulacak tepkinin, Salmonella
virulans regiilonunun merkezinde bulunan PhoPQ regiilatér sistemi tarafindan kontrol

edilen baz1 genler aracilig1 ile olusturuldugu bilinmektedir (Cotter ve DiRita 2000).

Amfipatik, katyonik, antimikrobiyal peptidlere karsi direncin molekiiler temeli diger
peptitlere nazaran daha iyi anlagilmistir. Bu tip molekiiller; nétrofil graniillerinde,
makrofajlarda, fagozomlarda ve mukozal epitelin salgisinda bulunur. Bu molekiillerin
lipopolisakkarit tabakaya (lipid A’ nin negatif (-) yiikli fosforil grubuna) iyonik olarak
baglanarak bakteriyi 6ldiirdiigii bilinmektedir. Bu baglanmadan sonra peptidler, bakteriyel
hiicre Oliimiiyle sonuglanan i¢ ve dis membranin gegirgenligini yoOnetirler. Patojen
organizmalar kendilerini bu peptidlerin etkilerinden korumak amaciyla, iyonik bag
olusumunu engellemek i¢in kendi hiicre ylizeylerini modifiye ederler. pmrE, pmrF, pmrG
ve pagP gibi baz1 Salmonella genlerinin, lipid A tabakasinin modifiye edilmesinde ve
antibiyotik polimiksin gibi katyonik peptidlere karsi direncte rol oynayan proteinleri
kodladig1 gosterilmistir (Gunn vd. 1998, Guo vd. 1998). pmrE, pmrF, pmrG ve pagP
genleri, PhoPQ sistemi kontroliindeki pmrAB geni tarafindan pozitif olarak regiile

edilmektedir (Cotter ve DiRita 2000).

2.5.2 Konakg1 bagirsak epiteline tutunma
Fimbriyalar (pili); 2-8 nm genisliginde ve 0.5-10 um uzunlugunda, fimbrin adi verilen

proteinlerin heliks yapisinda diizenlenmesiyle olusmus ve bakterilerin konak¢i yiizey

epiteline tutunmasinda énemli rolii olan yapilardir (Collinson vd. 1996).
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Her bir fimbriyal tip i¢in reseptor 6zgiilligli belirlenmemistir. Miirin bagirsak organ kiiltiir
modellerinde, hiicrelerin villiislii bagirsaga yonelimi plazmid kodlu fimbriyalar aracilif ile
olurken, Peyer plaklarina yonelim, uzun-polar fimbriyalar araciligr ile gergeklesmektedir

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

IpfABCDE, pefBACCD ve sefABCD fimbriyal operonlari, uzun-polar fimbriyalari, plazmid
kodlu fimbriyalar1 ve Salmonella alttirlerinden farklilasarak olusmus S. Enteritidis
fimbriyalarini kodlarken, fimAICDHF ve agfBAC fimbriyal operonlari, tip I fimbriyalar ve
E.coli kivrimli fimbriyalarinin homologu olan fimbriyalar1 kodlamaktadir (Baumler vd.
1997, Baumler vd.1998). Salmonella’ nin genom dizi analizleri sonucunda 13 farkl
fimbriyal operon igerdigi gosterilmistir. Bu fimbriyalarin haricinde, 2 adet ototransporter
proteinin (ShdA ve MisL adhezinleri) ve mukoid kapsiil yapilarin konakg¢i epiteline
tutunmada rol oynadig1 saptanmistir (Bian ve Normark 1997, Boekema vd. 2004, Tiikel vd.
2005, 2006, Gibson vd. 2007).

MisL proteininin S. Typhimurium’un patojenitesindeki fonksiyonu c¢alismalar1 fare model
sistemleri ile gerceklestirilmistir. Bu aragtirmada bir misL mutantinin fare bagirsak
sisteminde dogal susa oranla kaliciliginin diistiigii (cecum’ da kolonize olma yetenegini
onemli Olgiide kaybetmistir) ve diskidaki oranmnin ise Onemli Olgiide azaldigi tespit
edilmistir. Ayrica MisL ototransporter proteininin S. Typhimurium’a fibronektine (FN) ve
kollajene baglanma aktivitesi kazandirarak, kolonik karsinoma kokenli insan epitel
hiicrelerinde invaziviteyi artirmada rol aldigi da tanimlanmistir. Bu veri MisL’in,
bagirsakta Salmonella’nin kolonizasyonu igin gerekli bir ekstraseliiler matriks adhezin

proteini olduguna isaret etmektedir (Tiikel vd. 2007).
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S. enterica serovar Typhimurium genomunda kodlanan MisL ototransporter proteininin
enfekte edilen konakgida ifadesinin yapildigi ancak laboratuar kosullarinda bu protein
tiretilmedigi bilinmektedir. MisL ototransporter proteininin in-vitro kosullarda iiretimi
amaciyla yiiriitiilen bir arastirmada, immiin elektron mikroskopi verileri MisL proteininin
bakterinin dis yiizeyinde biriktigini, diger bir ifade ile S. Typhimurium’ un bulunan hiicre

dis1 bir matriks adhezini oldugunu kanitlamistir (Sekil 2.4) (Akgelik ve Akgelik 2011).

1 g 1 pm

Sekil 2.4 MisL proteini iiretimi indiiklenmis (solda), MisL proteini {iretimi
indiiklenmemis S. Typhimurium 14028 susunun elektron mikroskobu goriintiisii (sagda)
(Akgelik ve Akeelik 2011).
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2.5.3 Konakgi epiteli ile etkilesim

Epitelyal hiicrelerin S. Typhimurium tarafindan enfekte edilmesi konakgida ¢esitli hiicresel
tepkilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Simdiye kadar karakterize edilmis bu tepkiler, SPI-
1’ de (Salmonella Patojenite Adasi-1) kodlanan tip III salg: sistemi (TTSS) ve bu sistem
yoluyla salgilanan efektor proteinlerin liretimi ile 6zetlenebilir. Konakg1 hiicrede meydana
gelen en carpict tepki; konaker hiicre plazma membrani katlanmalaridir. Bu membran
katlanmalar1 i¢cin SPI-1 tip III salgi sistemi efektorleri SopE, SipA, SipC ve SptP gibi
efektorler gereklidir. SopE, Rho GTPaz’larda GDP/GTP niikleotid degisimini stimiile
ederek membran biiziilmesini indiikler ve boylece konak¢r Rac-1 ve Cdc42 gibi hiicre

sinyal transdiiksiyon ¢aglayanini aktive eder (Hardt vd. 1998).

Aktin hiicre iskeleti diizenlemeleri, niikleasyon, paketleme ve aktin filamentlerinin
stabilizasyonunu yonlendiren SipA ve SipC efektorleri tarafindan yapilir (Hayward vd.
1999, Zhou vd. 1999a, Zhou vd. 1999b). SptP, bir tirozin fosfatazdir. Bu efektor, kiiltiirt
yapilmig epitelyal hiicrelere mikroinjeksiyon yoluyla verildiginde, aktin filamentlerinin ve
stres fibrillerinin ortadan kaldirilmast isleminin bozuldugu saptanmistir. (Fu ve Galan
1998, Kaniga 1996). SptP’ nin ayn1 zamanda plazma membranmin tekrar eski haline

donmesini saglayan bir efektor oldugu one siiriilmiistiir (Fu ve Galan 1999).

S. Typhimurium’ un epitelyal hiicrelerle etkilesimi ayni zamanda proinflamatuvar
sitokinlerin iiretimi ile sonuglanir. Ornegin bazolateral yiizeyde bulunan interlokin-8 ve
patojen tarafindan apikal ylizeyde olusturulan epitelyal kemoatraktant (hareketli hiicrelerde
pozitif kemotaksiyi indiikleyen madde) iiretimleri tanimlanmistir (Eckmann vd. 1993, Jung
vd. 1995, McCormick vd. 1995, McCormick vd. 1998). Interlokin-8” in indiiklenmesi,
mitojen-aktive edilmis protein kinazlarin (ERK, JNK ve p38’ in) stimiilasyonu sonucu
olusan transkripsiyon faktorleri NF-KB ve AP-1’ in aktivasyonu araciligi ile olmaktadir
(Hobbie vd. 1997). S. Typhimurium tarafindan indiiklenen bu mitojen-aktive edilmis
protein kinazlarin stimiilasyonunun (uyariminin) Cdc42 ve Rac-1’ in SopE bagimh
aktivasyonu sonucu yapildigr gosterilmistir (Hardt vd. 1998). Sonug¢ olarak SopE, hem
bakteriyel internalizasyonla sonuglanan hiicre iskeletinin diizenlenmesi hem de

proinflamatuvar sitokinlerin iiretiminde gorev alir (Sekil 2.5) (Zhang vd. 2003).
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S. Typhimurium farede gastroenterite neden olmadigi i¢in, sigirda salgili diyareyle
sonuglanan S. Dublin enfeksiyonu bu hastalik i¢in iyi bir model teskil etmektedir. S. Dublin
tarafindan indiiklenen inflamasyonun ve sivi salgisinin, buzag: ileal diigiimlerinde bir
inozitol fosfat fosfataz olan SopB araciligr ile meydana getirildigi belirlenmistir (Galyov
vd. 1997, Norris vd. 1998). SopB, fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfatin hidrolizini
gerceklestirir. Ca™>-bagimli klorid sekresyonunun bir inhibitoriidiir. Bunun yam sira
1,3,4,6-pentakifosfat1 1,4,5,6-tetrakifosfata doniistiiren, fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat’ in
klorid salgisinin inhibisyonunu tetikleyerek, dolayli bir sekilde klorit salgisini attiran bir
sinyal molekiiliidiir. SopB’ nin SPI-5’ de (Sal/monella patojenite adasi-5) kodlandigi ve
Salmonella Typhimurium dahil varolan tim Salmonella serovaryetelerinde bulundugu

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

SPI-1 kodlu tip III salg1 sistemi ile salgilanip salgilanmadiklar1 ve fonksiyonlarinin heniiz
bilinmemesine ragmen SPI-5’ de kodlanan diger 3 gen, PipA, PipB ve PipD’ nin
tirlinlerinin, s1v1 salgis1 ve inflamasyonda rol oynadigi saptanmistir (Wood vd. 1998, Lee

ve Galan 2004).
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Sekil 2.5 Salmonella Typhimurium’ da tip III salg1 sistemi (TTSS) efektor proteinleri
(Zhang vd. 2003).

Tip II salg1 sistemi efektorlerinin konakgr hiicre sitozoliine transportu, translokasyon
kompleksi formunu almis efektorler SipB, SipC, ve SipD araciligi ile yapilmaktadir. SopA,
SopE2, SIrP ve SopD’ nin ve patojenite adalarinin pozisyonlar1 Salmonella Typhimurium
LT2’ nin genom analizini tamamlayan McClelland vd. (2001) tarafindan tayin edilmistir.
Tip III salgi sistemi efektor genleri sspHI ve sopEl, yalmzca bakteriyofajlar tarafindan
kodlanmaktadir. S. Typhimurium’ un buzagilarda yol a¢tig1 inflamasyonlu diyare modeli,
insan sistemine en yakin model olarak tanimlanmistir (Sekil 2.6) (Bronstein vd. 2000,

Tucker ve Galan 2000, Zhang vd. 2003, Haraga vd. 2008).
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Sekil 2.6 S. Typhimurium’ un buzagida yol agtig1 inflamasyonlu diyarenin asamalarin

gosteren model (Zhang vd. 2003).
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Sekil 2.6 (devam)

A- Sigirda Peyer Plaklar’ nin S. Typhimurium ATCC 14028 susu ile enfekte edildikten 15
dakika sonraki durumunu gésteren TEM (Gegirmeli Elektron Mikroskobu) gdriintiisii (10°
CFU/loop ileum (ince bagirsagin son kismi) S. Typhimurium). Fir¢a kenarli enterositlerin
biiziilmesi ve membran bagli vokuellere bakteriyel internalizasyon (hiicre igine giris).

B- Sigirda Peyer Plaklari’ nin S. Typhimurium ATCC 14028 susu ile enfekte edildikten 15
dakika sonraki durumunu gosteren TEM goriintiisii (10° CFU/loop ileum (ince bagirsagin
son kismi), S. Typhimurium). Folikiil-iliskili epitel igerisinde bulunan bir M-hiicresine
internalize olmus bakteri hiicresi.

C- Sigirda Peyer Plaklar’ nin S. Typhimurium ATCC 14028 susu ile enfekte edildikten 1
saat sonra (10° CFU/loop ileum (ince bagirsagm son kismi), S. Typhimurium) emici
villiisiin lamina propriasi (LP) igerisine nétrofil siziminin goriintiisii.

D- Sigirda Peyer Plaklar’’ nin S. Typhimurium ATCC 14028 susu ile enfekte edildikten 3
saat sonra (10° CFU/loop ileum (ince bagirsagm son kismi), S. Typhimurium) emici
villiislerin diizlesmesi (kiitlesmesi). Notrofiller ile lamina proprianin kanamasi ve
infiltrasyonu. Oklar, nétrofillerin intestinal liimende (L) goc ettigi yerleri gostermektedir.
Diger ok ucu ise bir emici villiisiin ucundaki ylizey epitelyal hiicrelerinin ayrilisini
gostermektedir.

E- Sigirda Peyer Plaklari’ nin S. Typhimurium ATCC 14028 susu ile enfekte edildikten 8
saat sonra (10° CFU/loop ileum (ince bagirsagm son kismi), S. Typhimurium) intestinal
limendeki (L) (bagirsak liimeni) ¢ok sayidaki nétrofilin varligin1 gdsteren goriintii.
Kanama ve intestinal epitelin gormiis oldugu hasar ve enterositlerin ayrigmasi.

F- Terminal ileumun S. Typhimurium ATCC 14028 susu ile oral yolla enfekte edildikten
48 saat sonraki (10'° CFU, S. Typhimurium) patolojisi. Sigir Peyer plaklarinin iizerinde

yalanci membran olugumu.
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2.5.4 Makrofajlarla etkilesim

S. Typhimurium’ un makrofajlar igerisinde apoptozisi (programli hiicre 6liimii) indiikledigi
bircok grup tarafindan tanimlanmistir (Chen vd. 1996, Lindgren vd. 1996, Monack vd.
1996). J774A.1 ve kemik iligi kaynakli makrofajlarda apoptozis indiiksiyonunun farkl
sekillerde yapilmasit Salmonella’ nin aktive edilmis makrofajlarda duragan haldeki
makrofajlara oranla apoptozisi indiikleme durumunun daha fazla oldugunu gostermistir.
Yapilan bir ¢alismada, bir SPI-1 efektorii olan SipB proteininin kaspaz-1’ e baglanip onu
aktive ettiginde makrofaj apoptozisinin indiiklendigi gosterilmistir (Hersh vd. 1999).
Apoptozis indiiklenmediginde, S. Typhimurium makropinositoz siirecini stimiile ederek
makrofajlarin icerisine kendi girisini saglar. Bu yol SPI-1 kodlu tip III salgi sisteminin

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

Salmonella’ nin genis fagozomlara girisi gergeklestikten sonra hayatta kalma ve sistemik
hastaligin olusumu icin tamamen farkli virulans faktorleri devreye girer. Makrofaj i¢inde
hayatta kalma i¢in gerekli olan genlerden biri s/lyA genidir. Bu genin MarR- tipi bir
transkripsiyonel regiilatorii kodladigi ve bu genin reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi
direncte etkili oldugu tahmin edilmektedir (Daniels vd. 1996, Buchmeier vd. 1997).
Salmonella kromozomunun 25. dakikasinda bulunan patojenite adaciginda yer alan pagC
ve pagD genleri (Miller vd. 1989, Miller vd. 1992), indiiklenebilir Mg tasima sistemini
kodlayan mgtCB geni (Blanc-Potard ve Groisman 1997), ve Salmonella patojenite adas1 2’
nin de (SPI-2) makrofajlar i¢inde hayatta kalma i¢in gerekli oldugu saptanmistir (Ochman
vd. 1996, Shea vd. 1996, Valdivia ve Falkow 1996, Cirillo vd. 1998, Hensel vd. 1998,
Marlovitis vd. 2004). SPI-2 kodlu tip III salgi sisteminin (TTSS), S. Typhimurium
efektorlerini fagozomal membrandan makrofaj sitozoliine aktardigi belirlenmistir. SPI-2°
nin bir iiriinii ve enfekte edilen makrofajlarin sitozoliine yerlesim i¢in gerekli olan SpiC
efektoriiniin, normal hiicresel madde aligverisini dogrudan etkiledigi ve fagozom-endozom
flizyonunu inhibe ettigi saptanmistir (Uchiya vd. 1999, Ehrbar vd. 2003, Higashide ve
Zhou 2006). Salmonella virulans plazmidi i{izerinde yer alan spvRABCD genlerinin S.
Typhimurium’ un miirin enfeksiyonu siiresince makrofajlara kars1 direnglilik i¢in dnemli
rolii oldugu saptanmistir (Gulig vd. 1998, Brumell vd. 2003, Lee ve Galan 2004, Karavolos
vd. 2005, Haraga vd. 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Mikroorganizmalar

Bu tez kapsaminda kullanilan S. Typhimurium LT2 susu (kontrol susu) ve mudJ
transpozonu ile histidin operonu inaktive edilmis S. Typhimurium Ahiis 87 mutant susu
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi Laboratuar: kiiltiir
koleksiyonundan saglanmistir.

3.1.2 Mikroorganizmalarin gelisme kosullari

Salmonella suslar1 LB broth besiyerlerinde, ¢alkalamali inkiibatdrde (200 rpm), 37 °C’ de

gelistirilmistir.

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

Tripton 10g
Maya ekstrati S5¢g

NacCl 10g
Agar I5¢g

pH7.0+0.002 (sterilizasyondan 6nce)

Ortam igerikleri 1000 mL distile su icerisinde ¢oziilmiis ve sterilizasyon, 121 °C’ de 15

dakika siire ile yapilmstir.
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3.1.3 Cozeltiler

PBS

NacCl 8¢g
KCI 0,2¢g
Na,HPO4 1,44 g
KH,PO4 0,24 g
Distile su 500 mL

%10 SDS Cozeltisi

SDS 5¢g
Distile su 50 mL
Fiksatif Cozelti

Etanol 40 mL
Asetik asit 10 mL
Distile su 50 mL

TGS (Tris-Glisin-SDS)

Tris 3g
Glisin 144 g
SDS lg
Distile su 1000 mL
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Standart Cozelti

ACN (Asetonitril) 500 pl
% 1’ lik TFA (Trifluoroacetic acid) 100 pul

HPLC su 400 pl

Giimiis Nitrat Cozeltisi

100 mL soliisyon i¢in;
Glimiig Nitrat 200 mg

Formaldehit (%37 HCHO) 25 ul

Gelistirici Cozelti (Developer)

100 mL soliisyon i¢in;

Potasyum karbonat 3g
Formaldehit (%37 HCHO) 25 ul
Sodyum tiyosiilfat pentahidrat 1 mg

Durdurucu Cozelti (Stop)

100 mL soliisyon i¢in;
Tris 5¢g

Asetik asit 2 mL
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Yigma Jel

(6 Adet jel i¢in) (% 4’ liik)

0.5 M Tris-HCL pH6.8

% 40 Akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi
% 10 SDS

Distile su

% 10 APS

TEMED

Aviricl Jel

(6 Adet jel icin) (% 12.5’ lik)

1.5 M Tris-HCL pHS8.8

% 40 Akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi
% 10 SDS

Distile su

% 10 APS

TEMED

39.75 mL
15.9 mL
1.59 mL
100.806 mL
795 ul

159 ul

162.5 mL
203.125 mL
6.5 mL
274.3 mL
3.25mL

325 ul
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Dengeleme Tamponu I

DTT 231 mg
0.5 M Tris-HCL (pH6.8) 3.75

% 10 SDS 1.5mL
Gliserol 6 mL

Cozelti HPLC su ile 30 ml’ ye tamamlanir. Kullanimdan 6nce bromofenol mavisi eklenir.

Dengeleme Tamponu 11

Iyodoasetamid 305 mg
0.5 M Tris-HCL (pH 6.8) 3.75 mL
% 10 SDS 1.5mL
Gliserol 6 mL

Cozelti HPLC su ile 30 ml’ ye tamamlanir. Kullanimdan 6nce bromofenol mavisi eklenir.

Matriks Cozeltisi
CHCA (Sinapinic acid) 100 mg
MeCN (Asetonitril) 1 mL

Karigim votrekslenerek re-kristalizasyon iglemi uygulanir.
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Bes Peptit Karisimi

Konsantrasyonlar1 20 pmol/ul ACTH 18-39, 1000 pmol/ul Renin 1-14, 10.000 pmol/ul
Substance P, 20.000 pmol/ul Angiotensin ve 1000 pmol/ul Glu-Fib olan peptit ¢ozeltileri
HPLC su ve standart ¢oziicii ile seyreltilerek hepsinin konsantrasyonlar1 20 pmol/ul olacak

sekilde ayarlandi.

Ekstraksivon Tamponu

% 1 Formik asit (HCOOH)
% 2 Asetonitril (MeCN)

3.2 Yontem

3.2.1 Total protein izolasyonu ve miktar tayini

% 1 inokiilasyon orani ile LB broth besiyeri ortamina aktarilan Salmonella suslar1 37 °C’
de, 200 rpm calkalama hizinda 18 saatlik inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda gelisen
kiiltlir ortamindan, icerisinde 50 mL LB broth besiyeri bulunan erlenmayerlere % 1
oraninda (500 er pl) inokulasyon yapildi ve ardindan suslar 6 saat boyunca 37 °C, 200
rpm’ de ODggo degerleri ~1.8” e ulasana kadar gelistirildi. Bu asamada (ge¢-eksponensiyel
faz) bakteri kiiltiirleri 50 mL’ lik deney tiiplerine alinarak 7500 rpm’ de 10 dakika santrifiij
islemine tabi tutuldu (Encheva vd. 2009). Siipernatant uzaklastirilarak ¢okeltiler 25° er mL
PBS i¢inde ¢6ziildi ve 7500 rpm’de 15 dakika tekrar santriflij islemi uygulandi. Bu islem 2
kez tekrarlanarak ¢okeltiler PBS ile yikandi. Son asamada c¢okeltilerin iizerine esit hacimde
PBS eklendi ve cokeltiler ¢oziilerek 1.5 mL’ lik konik tiiplere aktarildi. Ardindan 7500
rpm’ de 2 dakika santrifiij islemi ile hiicreler ¢oktiiriildii. Ust sivi ortamdan
uzaklastirildiktan sonra tiiplere sirasiyla 1 mL toplam protein ekstraksiyonu ¢ozeltisi (Bio-
Rad ReadyPrep Total Protein Extraction Kit, USA), 10 ul pH 3-10 amfolit, 11 pl TBP
(tribiitilfosfin) eklendikten sonra tiip igerikleri magnetik karistiricida karistirildi. Hiicre

parcalanmasinin tamamlanabilmesi i¢in 60 Amp.’ da 5x10 saniye sonikasyon (Ultrasonic
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processor, Sonics, Vibra cell, Taiwan) iglemi uygulandi. Son olarak 15000 rpm’ de, 18 °C’
de 25 dakika santrifiij islemi uygulanarak ¢ézliinmeyen hiicre parcalar1 ¢oktiiriildii, tist sivi
yeni tiiplere alinarak protein izolasyonu islemi tamamlandi. Protein miktarinin
belirlenebilmesi i¢in protein miktar tayini kiti (Bio-Rad RC DC Protein Assay, USA)
kullanildi. Spektrofotometrik ol¢limde 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL, 1000 pg/mL
ve 1250 pg/mL konsantrasyonlarinda BSA (sigir serum albumin) (Bioshop, Canada)
kullanildi. Ornekler spektrofotometrede (Spectra Max M2, USA) 750 nm dalga boyunda

Olciilerek protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.2 iki yonlii sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (2D-SDS-PAGE)

Iki yonlii SDS-jel elektroforezi icin ilk asamada rehidratasyon gerceklestirildi. Bu islem
icin 24 cm’ lik pH 3-10 NL (linear olmayan) (Bio-Rad Ready IPG Strip, USA) stripler
kullanildi. Protein miktar tayini ile miktarlar1 belirlenen 6rnekler strip basma 150 pg/mL
olacak sekilde alinarak son hacim, rehidratasyon tamponu ile 450 pl ’ye tamamlandi ve
15000 rpm’ de 5 dakika santrifiij islemi uygulandiktan sonra kuyulara yiiklendi. Ardindan
jel kisimlan alta gelecek sekilde stripler kuyulara yerlestirildi. Rehidratasyon siiresince
orneklerin buharlasmasin1 6nlemek amaciyla striplerin {izeri 1.5-2 mL mineral yag ile
kaplandi. Orneklerin kuyulardan jele gegmelerini saglamak amaciyla stripler 20 °C’ de 50
V akimda 15 saat aktif rehidratasyona tabii tutuldu (Protean IEF Cell, Bio-Rad, USA).

Metodun tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi agisindan her bir 6rnek i¢in 3 tekrarli ¢aligildi.

Rehidratasyon islemi tamamlandiktan sonra, 80.000 V-hr akimda izoelektrik fokuslama
islemine basland1 (Protean IEF Cell, Bio-Rad, USA). Proteinlerin izoelektrik noktalarina
gore ayrimi saglandiktan sonra stripler dengeleme tamponu I ve II ile 10’ ar dakika
muamele edilerek, hazirlanmis olan poliakrilamid jellere yiiklendi. 12’ li elektroforez
tankinda, 18 °C’ de y1gma jel i¢cin 125 V, ayirici jel i¢in 200 V elektrik akim1 uygulanarak
proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrimi saglandi (Protean Plus Dodeca Cell, Bio-

Rad, USA).
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Elektroforez isleminin ardindan jeller 30” ar dakika fiksatif ¢ozeltide (% 40 etanol, % 10
asetik asit) bekletildi. Bu islem 2 kere daha tekrarlanarak amfolitlerin jelden uzaklagsmasi
saglandi. Ardindan jellere giimiis nitrat boyama metodu uygulanarak proteinler boyandi
(Rabilloud ve Carpentier 1988). Boyama islemi sonunda jeller distile su igerisine alind1 ve

ardindan fotograflar ¢ekildi (Bio-Rad Versa Doc Model 1000) (Garrels 1979).

3.2.3 MALDI-TOF analizi

Jel lizerinde izoelektrik noktalar1 ve molekiiler agirliklarina gére ayrimi yapilan protein
spotlari, PD Quest programi kullanilarak, tekrarlar aras1 ve Salmonella Typhimurium LT2-
Salmonella Typhimurium Ahis 87 mutant (dogal sus - mutant) arasi spot analizleri
gerceklestirldi. Analiz islemleri tamamlandiktan sonra The Proteome Works Spot Cutter
cihazi ile spotlar jelden kesildi (The Proteome Works Spot Cutter, Bio-Rad, USA). Kesilen

spotlar 96 kuyucuklu mikroplakalar i¢erisine alindu.

Spot kesimi isleminin tamamlanmasinin ardindan tripsinizasyon islemine baslandi.
Baslangi¢ yikamasi ve glimiis nitrat boyanin uzaklastirilmasi i¢in; kuyulara 1:1 oraninda
karistirilmis 30 mM potasyum ferrisiyanit (K3Fe(CN)g) ve 100 mM sodyum tiyosiilfat
(NazS,03) karisimindan 80° er pl eklendi ve ornekler 37 °C’ de 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Ardindan kuyulara 120 pl daha ayni karisimdan eklenerek 37 °C’ de 15 dakika
beklendikten sonra, ¢ozeltiler kuyulardan mikropipet yardimi ile ¢ekildi. Yikama islemi
icin 150 pul HPLC su eklendi. 37 °C’ de 10 dakika inkiibasyon siiresinden sonra eklenen su
kuyulardan geri ¢ekildi ve 50 pul 100 mM amonyum bikarbonat (NH4sHCOs3) eklendi.
Ornekler 37 °C’ de 5 dakika bekletildi. Son olarak 75 pl asetonitril (MeCN) eklendikten
sonra 37 °C’ de 5 dakika beklendi ve kuyulardaki c¢ozelti uzaklastirilarak baslangic
yikamasi ve boyanin uzaklastirilmasi islemi sonlandirildi. Rediiksiyon ve alkilasyon iglemi
i¢cin; kuyulara 50 pl asetonitril (MeCN) ilave edildi ve 37 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi.
Ardindan asetonitril uzaklastirilarak, kuyular icerisindeki sivinin buharlagsmasi i¢in 37 °C’
de 10 dakika beklendi. Bu siire bitiminde 50 pul 10 mM ditiyotreitol (DTT) 50 mM
amonyum bikarbonat (NH4sHCO;) cozeltisi eklenerek 30 dakika inkiibasyona birakild.
Ardindan 50 pl 55 mM iyodoasetamid 50 mM amonyum bikarbonat (NH4sHCO3) ¢6zeltisi
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eklenerek 20 dakika daha inkiibe edildi, 100 pl asetonitril (MeCN) ilave edilerek 37 °C’ de
5 dakika beklendi ve bu siire sonunda kuyulardaki sivi geri cekildi. Yikama ve
dehidratasyon islemi i¢in; kuyulara 50 ul 100 mM amonyum bikarbonat (NH4sHCO3)
eklendi, 37 °C’ de 10 dakika beklendi. Uzerine 50 pl asetonitril (MeCN) ilave edilerek 37
°C’ de 5 dakika daha beklendi ve kuyulardaki sivi geri ¢ekildi. Bu asetonitril (MeCN)
ekleme-geri ¢ekme islemi 2 kere daha tekrar edildi ve ardindan oda sicakliginda 15 dakika
beklenerek tiim asetonitrilin (MeCN) buharlagmasi saglandi. Tripsinizasyon ilave agamasi
i¢in; 6.25 ng/ul tripsin - 50 mM amonyum bikarbonat (NH4HCO3) ¢6zeltisi hazirland1 ve
her bir kuyuya 25> er pl tripsin ¢oOzeltisi eklendi. Olusabilecek herhangi bir
kontaminasyonu ve buharlagmay1 6nlemek amaciyla mikroplaka stre¢ film ile sarildi ve
kuyular igerisindeki jel parcalarinin tripsini i¢ine ¢ekmesi i¢in oda sicakliginda 30 dakika
beklendi. Bu siire sonunda tripsinizasyon i¢in ornekler 37 °C’ de 5 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra &rnekler 30 dakika oda sicakliginda tutuldu. Oda
sicakligindaki orneklerin iizerine 30 pl ekstraksiyon tamponu ilave edildi ve 30 dakika
beklendi. Ardindan 6rnekler PZR plakalarina transfer edildi. Ekstraksiyon oranini artirmak
amaciyla jel pargaciklarinin bulundugu plakaya 12’ ser ul ekstraksiyon tamponu ile 12 ser
ul asetonitril (MeCN) eklenip kuyular icerisindeki sivi ¢ekilerek PZR plakasina aktarildi.
PZR plakasit iginde bulunan orneklere 1 gece liyofilizasyon islemi uygulandi.
Liyofilizasyon islemi tamamlandiktan sonra ornekler PZR plakasinin iginde 2’ser pl
standart ¢Ozelti icinde ¢oziildii ve 1:1 oraninda matriks ile karistirilarak MALDI plakasina
yiiklendi. Analiz igin; standart olarak hazirlanan 5 peptit karisimi kullanildi. Elde edilen
sonuglar MASCOT/Mass Finger Print programi kullanilarak degerlendirildi (Shevchenko
vd. 2007).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium Ahis 87 > nin Gelisme Egrilerinin Eldesi

S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium Ahis 87 suslarinin gelismelerinin giderek
yavasladigi ve duragan faza gegcmeye basladigi noktay1 (ge¢ eksponensiyel faz) belirlemek
icin suslar 50 mL’lik LB besiyerlerine % 1 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de 200 rpm
calkalama hizinda gelistirilmeye baslanmistir. Her saat sonunda kiiltiirlerin yogunluklari
ODggo degerinde dlgiilmiistiir. S. Typhimurium’ un epitelyal hiicrelerin istilas1 i¢in gerekli
olan genlerini (SPI-1) zengin besiyeri ortamindaki gelisme fazinda ifade ettigi
tanimlanmistir. Buna karsilik S. Typhimurium suslarinin hem sistemik enfeksiyondan hem
de enfekte edilen makrofajlar icerisindeki gelismeden sorumlu genlerin (SPI-2) ifadesini
duragan fazda sagladiklar1 bilinmektedir (Adkins vd. 2006).

Bu literatiir verileri de dikkate alinarak, Salmonella suslarinin ODgo degerlerinin 6. saatin
sonunda yaklagik 1.8 degerine ulastigi zaman, denemelerin yapilmasi i¢in ideal zaman
olarak belirlendi. Bu 6 saatin sonunda hiicreler santrifiij islemi ile ¢oktiiriildii ve protein
izolasyonu iglemine bagslandi.

6. saatin sonunda elde edilen gelisme egrileri sekil 4.1 ve sekil 4.2° de verilmistir.
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S. Typhimurium LT2
2
g 15 —
1 -+LT2
S 0,5 P
0 — ‘ ‘
60 dak. 120 dak. 180 dak. 240 dak. 300 dak. 360 dak.
Siire
Dil
Siire ODgpo Log CFU/mL Antilog factor | CFU/mL
60 dak. 0,0351-1,45593 |7,720619 | 5255565791 | 1 5,26E+07
120 dak. 0,193]-0,71444 |8,489054 | 308357461,4 | 1 3,08E+08
180 dak. 0,5071-0,29499 |8,923748 | 838972930,6 | 1 8,39E+08
240 dak. 0,82 -0,08619 |9,140142 | 1380835195 |1 1,38E+09
300 dak. 1,53610,186391 | 9,422625 | 2646212231 |1 2,65E+09
360 dak. 1,8810,274158 |9,513581 3262727065 |1 3,26E-+09

Sekil 4.1 S. Typhimurium LT2’ nin gelisme egrisi. Dil factor: diliisyon faktoriinii, dak:
dakikay1 ifade etmektedir.

S. Typhimurium Ahis 87
3
8 2
3
O 11 /‘/’/./‘—/*
0 ¢ ; . . . .
60 dak. 120 dak. 180dak. 240dak. 300dak. 360 dak.
Siire
Dil
Siire ODgo Log CFU/mL | Antilog 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 10,198657 |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

Sekil 4.2 S. Typhimurium Ahis 87’ nin gelisme egrisi. Dil factor: diliisyon faktoriinii, dak:
dakikay1 ifade etmektedir.
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4.2 S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium Ahis 87’ nin Toplam Protein Profilleri

S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium Ahis 87° nin toplam protein profillerinin eldesi
i¢in, ilk etapta Bio-Rad Toplam Protein izolasyonu kiti (Bio-Rad ReadyPrep Total Protein
Extraction Kit, USA) ile bakterilerden toplam protein izolasyonu gerceklestirildi.
Ardindan, izole edilen proteinlerin, SDS-iki yonlii jel elektroforezi teknigi kullanilarak jel
iizerinde izoelektrik noktalar1 ve molekiiler agirliklarina gore ayrimi saglandi. Ayrimda

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

M pH:3 pH:10

Sekil 4.3 S. Typhimurium LT2’ nin SDS-iki yonlii jel elektroforezi ile belirlenen toplam
protein profilleri (M: Marker)
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80 kDa

25 kDa

Sekil 4.4 S. Typhimurium Ahis 87 nin SDS-iki yonlii jel elektroforezi ile belirlenen toplam
protein profilleri (M: Marker)

SDS-iki yonlii jel elektroforezi yontemi ile izoelektrik noktalari ve molekiiler agirliklarina
gore ayrimi yapilan protein spotlarinin, PD Quest programi kullanilarak eglestirme
analizleri gerceklestirildi. Eslestirilen jellerden Student t dagilimi olasilik testi kullanilarak
43 adet spot belirlendi. Belirlenen bu spotlar, MALDI-TOF analizleri i¢in, The Proteome
Works Spot Cutter cihazi ile jelden kesildi (The Proteome Works Spot Cutter, Bio-Rad,
USA). Elde edilen sonuglar Mascot-Peptid Mass Fingerprint veri bankasinda
degerlendirildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 S. Typhimurium LT2 ve S. Typhimurium Ahis 87 susunun eslestirme analizleri
sonucu olusturulan protein ifade grafikleri (Kirmizi: S. Typhimurium Ahis 87, Yesil: S.
Typhimurium LT2)
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Yapilan bu analizlere gore S. Typhimurium LT2’ de (kontrol susu) ifade edilip, S.
Typhimurium Ahis 87 de ifade edilmeyen, spot numaralar1 7507, 5209, 6309, 2512 ve
6308 olan 5 farkli spot belirlendi (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 Sekil 4.9).
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Sekil 4.6 Karsilastirmali protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 susu, B. S.
Typhimurium Ahis 87 susu (7507 numarali protein spotu)
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Sekil 4.7 Karsilastirmali protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 susu, B. S.
Typhimurium Ahis 87 susu (5209 numarali protein spotu)
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Sekil 4.8 Karsilastirmali protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 susu, B. S.
Typhimurium Ahis 87 susu (6309 numarali protein spotu)
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Sekil 4.9 Karsilagtirmali protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 susu, B. S.

Typhimurium Ahis 87 susu (2512 numarali protein spotu)
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Sekil 4.10 Karsilagtirmali protein profil analizleri A. S. Typhimurium LT2 susu, B. S.
Typhimurium Ahis 87 susu (6308 numarali protein spotu)
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Yapilan jel analizleri sonucu, S. Typhimurium LT2’ de (kontrol susu) ifade edilip, S.
Typhimurium Ahis 87’ de ifade edilmeyen protein spotlari (5 adet) jelden kesildi ve
tripsinizasyon islemi uygulandi. Tripsinizasyon isleminden sonra proteinlerin MALDI-TOF
analizleri gergeklestirildi. MALDI-TOF analizlerinden elde edilen sonuglar Mascot-Peptid

Mass Fingerprint veri bankasinda degerlendirildi.

Bu sonuglara gore; S. Typhimurium LT2’ de (kontrol susu) tanimlanan ancak mutant susta
tiretilmeyen 7507 numarali spottaki proteinin, arjinin--tRNA ligaz enzimi ile ortak olan
dokuz peptit icerdigi (913.6503, 2274.6172, 2274.9465, 2275.8030, 891.5310, 1343.2618,
1344.1228, 892.6037, 1117.9342 Dalton) belirlenmistir. Elde edilen bu veriler s6z konusu
S. Typhimurium proteininin arjinin--tRNA ligaz enzimi oldugunu kanitlamaktadir (Sekil

4.11).

d3 57 (103
10075 i S

----------------------------------------------------------------------------------------------------------
——————————————————————————————————————————————————————————————
.............................................................

—————————————————————————————————————————————————————————————

T 1144, D41EI

""" """ ' I m : ',.118550'@@'"5*"'
il .|| .|.| ||I .l il n“ihll I I |||| I |

975 1000 1025 1080 1075 'I'IEIEI 1125 1180 1173 1200 1225

d3 57 (1.031) Sk (1040.00 ), Cm (1:251)

. S ..

NN 5 A R S S O O M
:13[!51121 R T e T s

...................

------------------

-------------------------

: it '- NN NN T AT S
T Hl i I )| \n ml Juh||||| ,|.l 5 I'M' A Ll

1280 1300 1320 1340 1360 1380 1400 1420 1440 1460 1480 1800 15

Sekil 4.11 S. Typhimurium LT2’ de arjinin--tRNA ligaz proteini ile ortak peptidler
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Sekil 4.11 S. Typhimurium LT2’ de arjinin--tRNA ligaz proteini ile ortak peptidler
(Devam)

S. Typhimurium LT2’ de (kontrol sugu) tanimlanan 6309 numarali spottaki proteinin tripsin
enzimi ile kesimi sonucu olusan peptidlerden bes adeti (1060.5424, 1061.5332, 1304.9124,
1144.8882, 912.5651 Dalton) Salmonella efektor proteini sifA ile ortak bulunmustur. Bu
veri 6309 numarali spottaki proteinin sifA oldugunu gostermektedir. (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 S. Typhimurium LT2’ de efektor protein sifA proteini ile ortak peptidler
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S. Typhimurium LT2’ de (kontrol sugu) tanimlanan 2512 numarali spottaki proteinin tripsin
enzimi ile kesimi sonucu olusan peptidlerden alt1 adeti (871.3944, 1020.8837, 1021.0162,
1060.6323, 1434.5200, 1305.3115 Dalton) GMP sentaz (glutamin hidrolizi) proteini ile
tamamen ayni bulunmustur. Bu bulgu s6z konusu spottaki proteinin Salmonella GMP

sentaz enzimi oldugunu kanitlamaktadir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 S. Typhimurium LT2’ de GMP sentaz (glutamin hidrolizi) proteini ile ortak
peptidler
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S. Typhimurium LT2’ de (kontrol sugu) tanimlanan 6308 numarali spottaki proteinin tripsin
enzimi ile kesimi sonucu olusan peptidlerden 5 adeti ise (1304.1641, 1143.9009, 928.7015,
1117.1028, 1898.6469 Dalton) olan 5 ortak peptidle guanin niikleotid degisim faktorii sopE

proteini ile aymi tespit edilmistir. Bu veriler de 6308 numarali spottaki proteinin sopE

oldugunu tanimlamaktadir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 S. Typhimurium LT2’ de guanin niikleotid degisim faktdrii sopE proteini ile
ortak peptidler

S. Typhimurium LT2 susunda tanimlanan, mutant susta ise bulunmayan 5209 numarali

protein spotu MALDI sisteminde tanimlanamamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda kontrol olarak kullanilan S. Typhimurium LT2 ile histidin mutanti S.
Typhimurium Ahis 87 arasinda gergeklestirilen karsilagtirmali proteomik analizler sonucu
Salmonella Typhimurium LT2’ de ifade edilen, ancak S. Typhimurium Ahis 87’ de ifade
edilmeyen 4 protein tanimlanmistir. Bu tanimlanan proteinlerden ilki; arjinin--tRNA ligaz
proteinidir. S6z konusu enzim, Salmonella’ da ATP + L-arginine + tRNA(Arg) = AMP +
diphosphate +  L-arginyl-tRNA(Arg) reaksiyonunu katalizleyen ve  protein
metabolizmasinda gorev alan 6nemli bir proteindir (McClelland vd. 2001). Salmonella
enfeksiyonunun ilk asamasinda bakteri midenin diisiik asidik kosullar1 ile karsilagmaktadir.
S. Typhimurium’ un pH 2.5 altinda iireyemedigi dikkate alindiginda, bu stres kosulu ile bas
etmek icin strateji gelistirmesi zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. Ince bagirsakta ise; diisiik
oksijen, safra tuzlari, antimikrobiyal peptidler, zayif asitler yaninda, besinsel ve yer
kosullar i¢in diger mikroorganizmalarla yarigsma, baslica stres kosullaridir (Ryschlik ve
Barrow 2005, Spector ve Kenyon 2011). Ozellikle midenin diisiik asidik kosullarma ve
ince bagirsakta oksijenin az olmasindan kaynaklanan anoksik ortam stresine karsi
direnclilik olusturan mekanizmalardan birinin arjinin bagimli bir sistem oldugu
saptanmistir. Bu sistemde arjinin, arjinin dekarboksilaz enzimleri araciligi ile agmatine
dontstiiriilerek stres yanit1 olusturulmaktadir (Bearson vd. 1997, Kieboom ve Akee 2006,
Viala vd. 2011). ince bagirsak sisteminde degisen besinsel kosullar ve amino asit
limitlemesi, kolonizasyon {iizerinde kritik rol oynamaktadir. Bu kosullarda Salmonella
suslarinda arjininin de dahil oldugu bir¢ok amino asit sentez genlerinin indiiklendigi
belirlenmistir (Harvey vd. 2011, Spector ve Kenyon 2011). Tiim bu literatiir verileri
dikkate alindiginda; S. Typhimurium LT2 susunda histidin operonunun inaktivasyonuna
yol acan mutasyonun polar etkisi sonucu iiretimi engellenen arjinin--tRNA ligaz enziminin,
basarili bir enfeksiyon i¢in biiyilk onem tasidigi ortaya g¢ikmaktadir. Zira amino asit
yetersizligi, diisiik asit ve anoksik kosullarla Salmonella’ nin bas edebilmesi i¢in arjinin
sentezi anahtar bir role sahiptir. Arjinin--tRNA ligaz enziminin yoklugunda bu sentezin
yapilabilmesi olanakli degildir. Bu durum, aragtirmamizda kullanilan histidin operonu
inaktive edilmis mutant susun fare model sistemlerinde virulanslhiginin diismesini

aciklamaktadir (Akkog vd. 2009). Ikinci protein; Salmonella patojenite adas1-2’ de (SPI-2)
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kodlanan ve tip III salg1 sistemi’ nin (TTSS) bir efektorii olan SifA proteinidir. Salmonella
enterica serovaryeteleri, fagositik olmayan konake¢1 hiicreleri enfekte ettikten sonra,
konakg hiicre icinde yasamada kalma ve replikasyon i¢in fagozom benzeri yapilari tercih
ederler. Bu yapilar Salmonella igeren vokuol (SCV) adimi alir. Epitel hiicrelerinin
icerisinde yer alan lizozomal membran glikoproteinleri olan, Salmonella tarafindan
indiiklenen filamentlerin (Sif) olusumu, Salmonella’ nin konak¢i hiicre icerisinde
replikasyonu i¢in uygun nis olusumunu saglar ve Salmonella replike olur. Salmonella
enfeksiyonu igin kritik bir 6neme sahip olan bu filamentlerin olusumu tip III salg1 sistemi
(TTSS) efektorlerinden biri olan SifA proteini tarafindan tesvik edilmektedir. SifA, bu
fonksiyonu RhoA ailesi GTPazlar1 aktive ederek saglamaktadir (Haraga vd. 2008,
Guiterrez vd. 2010, Agbor ve McCormik 2011). S. Typhimurium Ahis 87 susunda histidin
operonunun inaktivasyonuna yol agan transpozon mutasyonunun SifA efektor proteininin
iretimini engellemesinin, avirlilent mutantin ortaya ¢ikmasinda kritik bir rol oynadigi,
yukarida O6zetlenen literatiir verileri tarafindan dogrulanmaktadir. Histidin mutasyonunun
polar etkisinin hangi yolla gerceklestiginin anlagilmasi patojenite regiilasyon aginin
detaylandirilmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Tanimlanan ii¢lincii protein, GMP
(guanozin monofosfat) sentazdir. Bu enzim Sa/monella’ da, ATP + ksantozin 5'-fosfat + L-
glutamin + H,O = AMP + difosfat + GMP + L-glutamat reaksiyonunu katalizleyen ve
plirin metabolizmasinda gorev alan énemli bir proteindir (McClelland vd. 2001). Bakteriyel
metabolizmadaki 6nemi, s6z konusu enzimin inaktivasyonu sonucu S. Typhimurium’ un
konakg1 sistem igerisinde yasamda kalmasim1i olumsuz yonde etkileyece§ine isaret
etmektedir. Diger yandan guanozin monofosfat sentaz genleri {lizerinde yiirtitiilen yeni bir
arastirmada, bu genlerin S. enterica’ nin da dahil oldugu bir¢cok bakteri ve arke tiiriinde
yatay gen transferi i¢in sicak noktalar oldugu belirlenmistir. Bu giine kadar genomik
adalarda yatay gen transferi yoluyla alinan DNA parcalarinin genel entegrasyon bolgeleri
olarak tRNA, rRNA ve baz1 kiiciik RNA genleri tanimlanmistir. Ancak bu yeni bulgu,
guanozin monofosfat sentaz geninin de (guaA) genomik adalarin mobilizasyonu ve yatay
gen transferi yoluyla virulans faktorlerin kazaniminda temel elemanlardan biri oldugunu
gostermektedir (Song vd. 2012). Histidin operonu inaktive edilmis mutant susta (S.
Typhimurium Ahis 87) s6z konusu genin inaktivasyonu, ozellikle yatay gen transferi ile
gerceklesen bakteriyel evrim ve virulanslik Ozelliklerinin  detayli bir sekilde

arastirtlmasinda 6nem tagimaktadir. Tanimlanan dordiincii ve son protein ise; guanin
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niikleotidi degisim faktorii sopE proteinidir. Bu protein, Salmonella patojenite adasi-1’ de
kodlanan tip III salgi sisteminin efektorlerinden biridir. Konak¢i hiicrede membran
katlanmalar1 i¢in gereklidir. SopE, Rho GTPaz’larda GDP/GTP niikleotid degisimini
stimiile ederek membran katlanmasini indiiklemekte ve boylece konak¢i Rac-1 ve Cdc42
gibi hiicre sinyal transdiiksiyon c¢aglayanin1 aktive etmektedir. Hem bakteriyel
internalizasyonla sonuglanan hiicre iskeletinin diizenlenmesi, hem de proinflamatuvar
sitokinlerin tiretiminde gorev alan bir efektor proteindir (Hardt vd. 1998, Barker vd. 2010).
Histidin operonunun transpozon mutasyonu yolu ile inaktivasyonunun tip III salgi
sisteminin bir eleman1 olan ve Salmonella’ nin hiicre isgalinde etkin bir rol oynayan sopE
efektor proteininin liretimini engelleyecek bir etki yaratmasi, diger ii¢ protein i¢in oldugu

gibi, Salmonella patojenitesi agisindan biiyiik onem tasimaktadir.

Histidin biyosentez yetenegini kaybetmis Sa/monella mutantlarinin konakg¢i sistemlerde
virulanshiginin diistiigli degisik serovaryetelerle yiiriitillen hayvan model denemelerinde
belirlenmistir (Galan 2001, Galan 2008, Akko¢ vd. 2009, Barker vd. 2010). Ozellikle
HisD/HisG mutantlar1 ile vyiiriitilen arastirmalarda, okaryotik sistemlerde yasamda
kalmanin azaldig1 ve dolayisi ile patojenitesinin 6nemli dlclide diistiigli saptanmistir. Bu
etkinin yapay vokuol sistemlerde de diismesi, s6z konusu etkinin yalniz oksotrofiden
kaynaklanmadigina, ayn1 zamanda histidin mutasyonunun polar etkilerine bagli olduguna
isaret etmistir (Ohl ve Miller 2001, Fang ve Rimsky 2008, Alteri vd. 2009, Choi vd. 2010).
Bakterinin hayatta kalmasi, sistemik enfeksiyonun gerceklesmesi ve siirekliligi agisindan
onemli olan ve ¢alismamizda belirlenen bu proteinlerin de histidin mutant1 S. Typhimurium
Ahis 87’ de ifadesinin olmamasi, bu literatiir verilerini desteklemektedir. Bu tez ¢aligsmasi
histidin operonunun S. Typhimurium’ un patojenitesinde biliyiikk bir 6neme sahip
oldugunun, molekiiler kanitlar ile belirlenmesi agisindan uluslararasi literatiire katki niteligi
tasimaktadir. S6z konusu proteinlerin  {iretimi {izerinde histidin operonundaki
mutasyonlarin ne tiir bir etki yaptiginin molekiiler diizeyde belirlenmesi, Salmonella

enfeksiyonunun regiilasyonunun anlasilmasinda rol oynayacaktir.
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