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In vitro production of MisL autotransporter protein was performed by clonning 

functional gene of the MarT regulator protein to pBADgIII/a vector, which was then  

used to transform wild type Salmonella Typhimurium LT2 strain. The optimum MisL 

protein production of this transformant was obtained with addition of 0.02 % L-

arabinose to the growth medium, monitored by a β-galactosidase test (560 Miller units) 

and western blotting analysis. Immunoelectron microscopy experiments, performed 

with S. Typhimurium LT2 mutants which produce the MisL protein under invitro 

conditions, showed MisL to be secreted at the bacterial cell surface and forming an 

irregular layer complexed with exopolysaccarides. Comparative microarray experiments 

between wild type and mutant strains expressing the marT protein, which is the positive 

regulator of misL gene, showed that the expression of marT  downregulated the dps, 

yliH, wraB, flgK, osmE, manZ, cheM, cheA, motB, fliA; fliC genes and upregulated the 

aceE, aceFi lpdA, tsf, allC, cydB, wzzB, rplP, rpsC, rplW, rplD, rplC, rmbA, misL, fidL, 

marT, slsA and cpxP genes. Results of in vitro adhesion and pull-down experiments 

showed that there was a specific binding interaction between MisL protein and the Hep-

II domain of fibronectin. 
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1. GİRİŞ 
 
 
Salmonella serotipleri gastroenterit’den, tifo, bakteremi, fokal enfeksiyonlar ve yaşam 

boyu taşıyıcı duruma kadar geniş bir hastalık spektrumuna yol açabilmektedir. Bu 

hastalıklar etiyolojik açıdan değerlendirildiğinde birbirinden belirgin farklılıklar 

içermektedir (Vasquez-Torres vd. 1999, Chessa vd. 2008a, 2008b). Ancak konakçı-

patojen ilişkilerinin temel moleküler mekanizmalarının benzerliği, Salmonella’yı bu 

ilişkilerin açıklanmasında model bir mikroorganizma haline getirmiştir. Özellikle 

Salmonella’da patojen ilişkili moleküler elemanların genetik ve biyokimyasal esasının 

tanısı, enfeksiyon hastalıkların temel biyolojik süreçlerinin açıklanmasına öncülük 

etmektedir (McClelland vd. 2001, Morgan vd. 2007, Srivatsan ve Wang 2008). 

 

Salmonella enfeksiyonunun ilk aşaması, konakçı ince bağırsak epiteline patojenin 

tutunmasının sağlanmasıdır. Bu süreç, Salmonella’da, bazıları serovaryete özgüllüğü 

gösteren değişik fimbriya’lar, diğer enterik bakterilerde tanımlanan ototransporter 

proteinlerle yüksek düzeyde homoloji gösteren MisL ve ShdA adhezinleri ve mukoid 

kapsül yapılar tarafından gerçekleştirilmektedir (Boekema vd. 2004, Tükel vd. 2005, 

Tükel vd. 2006, Gibson vd. 2007, Galan 2008). Salmonella enterica’da yürütülen DNA 

dizi analizleri sonucu, MisL proteini gen kodu Salmonella patojenite adası 3 üzerinde 

saptanmıştır. Salmonella ototransporter proteinleri bir N-terminal sinyal peptit, bir iç 

yolcu domaini ve bir C-terminal translokatör domaini içermektedir. Salmonella 

ototransporter proteinleri ile yüksek düzeyde homoloji gösteren diğer enterik bakterilere 

ait adhezinler üzerinde elde edilen bilgiler ışığında, MisL ve ShdA proteinlerinin 

sitoplazmik membrandan geçişleri esnasında sinyal peptidin kesildiği, C terminal 

bölgesinin dış membranda beta varil formları oluşturduğu ve iç yolcu domaininin hücre 

yüzeyine salgılandığı öngörülmektedir. Ancak, Salmonella ototransporter proteinlerinin 

kültür koşullarında üretilmemesi nedeniyle, söz konusu proteinler ile bu konuda detaylı 

çalışmalar yapılamamıştır. MisL proteininin iç yolcu domaininin S. Typhimurium’un 

patojenitesindeki fonksiyonunun, konakçı organizma bağırsak sisteminde bulunan hedef 

epitel hücrelere tutunmayı güçlendirme yönünde olduğu değişik araştırıcılar tarafından 

öne sürülmüştür. Özellikle MisL protein üretimi engellenmiş S. Typhimurium 

mutantlarında makrofajlara tutunmanın ve konakçı sistemlerde kalıcılığın önemli 
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düzeylerde engellendiği saptanmıştır. Bu çalışmalarda ayrıca MisL ototransporter 

proteininin fibronektin (FN) ile in vitro koşullarda interaksiyon verdiği belirlenmiştir 

(Raffatellu vd. 2005, Raffatellu vd. 2006, Tükel vd. 2007, Galan 2008). 

 

 Tüm bu ön bulgulara rağmen MisL ototransporter proteininin hücresel lokasyonu, 

fibronektin bağlanma aktivitesinin biyokimyasal esası ve temel MisL regülatörünün 

(marT) detaylı aktivitesi üzerinde herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Günümüzde 

en yaygın gıda kökenli hastalık olan salmonellozun kontrolü ve tedavisinde sağlanacak 

ilerlemeler ancak hastalık etmeni bakterinin patojenitesinde rol oynayan moleküler 

yapıların ve onların konakçı sistemdeki interaksiyonlarının tanımlanması ile mümkün 

olabilecektir. Salmonella enfeksiyonunun başlama aşaması, konakçı sisteme tutunma ve 

kolonizasyondur. Bu nedenle tutunma aşamasının moleküler biyolojisinin detaylı tanısı, 

enfeksiyon süreçlerinin açıklanmasında anahtar rol oynamaktadır. 

 

Bu tez çalışmasında, yukarıda özetlenen temel amaç doğrultusunda; MisL 

ototransporter proteininin uygun klonlama sistemleri geliştirilmesi suretiyle labotatuvar 

koşullarında S. Typhimurium’da üretiminin sağlanması, hücresel lokalizasyonunun ve 

konakçı ince bağırsak sistemine tutunma özelliklerinin tanımlanması hedeflenmiştir.  
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2. KURAMSAL TEMELLER  
 
 
2.1 Salmonella Cinsinin Genel Karakteristikleri 
 
 
Salmonella insanlarda gastroenterit ve tifo etmenidir. Dünya sağlık örgütü (WHO) 

tarafından açıklanan son istatistiklerde, dünyada yaklaşık 18 milyon tifo (% 3.6 ölüm 

oranı) ve 1.5 milyar gastroenterit vakası (% 0.23 ölüm oranı) bildirilmiştir. Özellikle 

moleküler genetik ve ileri biyokimyasal teknikler kullanılarak elde edilen veriler 

ışığında Salmonella cinsi için; S. enterica ve S. bongori olarak adlandırılan iki tür 

önerilmiştir.  S. enterica daha sonra; S. enterica subsp. enterica,  S. enterica subsp. 

salamae,  S. enterica subsp. houtaenae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. 

indica ve S. enterica subsp. arizonae olarak adlandırılan altı alt türe ayrılmıştır. 

Serotipler (serovaryete) ile türlerin karıştırılmasını engellemek ve adlandırmayı 

sadeleştirmek için, serotip esas alındığında alt tür adının gözardı edilmesi (S. enterica 

subsp. I serotype Typhimurium yerine, S. enterica serotype Typhimurium gibi) ve kısa 

form (S. Typhimurium gibi) kullanımı önerilmiştir. S. enterica sıcak kanlı hayvanları 

enfekte ederek sistemik ya da sistemik olmayan hastalıklara yol açar. S. bongori 

serotipleri ise soğuk kanlı hayvanlara adapte olmuştur. Bugüne kadar yürütülen 

serotiplendirme çalışmaları sonucunda, S. enterica’ya ait 3000’e yakın  serotip 

saptanmıştır. Belirlenen serotiplerin büyük bir çoğunluğunda, patojenitenin moleküler 

mekanizması üzerine çok az sayıda çalışma bulunmaktadır (Tindall vd. 2005, Wain vd. 

2005). 

 

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasına ait Gram negatif, spor oluşturmayan, 

fakültatif aerob ve çubuk formunda  bakterileri içeren bir cinstir.  Çubuk şeklindeki 

hücreler yaklaşık 0.5-1.0 (en) x 1-5 (boy) µm boyutlarındadır. Salmonella üyelerinin 

büyük bir çoğunluğu flagella içerir ve hareketlidir. Laktoz fermentasyon yeteneği 

içermezler. Gelişme optimumları 37 ºC’dir. Salmonella üyeleri düşük pH, düşük su 

aktivitesi ya da yüksek yağ içeriğine sahip gıdalarda sıcaklığa dirençlidir. Gıdaların 

dondurularak depolanmasında, özellikle donma sıcaklığı civarında canlılık düşer. 

Optimum pH değeri 6.5-7.5 civarındadır. Ancak pH 4.5-9.0 arasında gelişebilirler. 

Salmonella esas olarak insan ve hayvanların bağırsak sisteminde bulunan bir patojendir. 
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Bazı Salmonella üyeleri konakçıya adapte olmuş ya da konakçı spesifiktir. Bunun en 

tipik örneği S. enterica serovar Typhi’dir. Konakçı spesifik diğer serovaryeteler: 

Paratyphi, Sendai (insan), Pullorum/Gallinarum (kanatlılar), Dublin (sığırlar), 

Choleraesuis (domuzlar, ancak insanları da enfekte eder); Typhimurium ve Enteritidis 

(insan, sığır, kanatlılar, koyun, domuz, at ve yabani kemirgenlerde ana hastalık 

etmenleridir) sayılabilir (Singleton ve Sainsbury 1996, Gibson vd. 2006). 

 

Salmonella serotiplerinin büyük çoğunluğu geniş konakçı dizgesi içerir. Lağım ya da 

dışkı örneklerindeki Salmonella’lar, uygun koşullar altında suda ya da toprakta 

haftalarca yaşayabilirler. Suların rutin klorlanması, pastörizasyon ya da birçok genel 

dezenfeksiyon ajanları kullanılarak Salmonella’lar öldürülebilir (Fitzgerald vd. 2003, 

Gibson vd. 2006). Ancak, sağlıklı çiftlik hayvanları ve evcil kanatlılarda da                  

S. Typhimurium kolonize olmakta ve bu yolla hayvandan insana geçiş 

gerçekleşebilmektedir. Salmonella tüm dünyada gıdalar aracılığı ile enfeksiyona yol 

açan en önemli etmendir. Bu vakaların % 26’sının etmeni S. enterica serovar 

Typhimurium olarak belirlenmiştir. Salmonella’nın en çok bulunduğu gıda 

maddelerinin başında hayvansal ürünler gelmektedir. Bunlar arasında kümes hayvanları 

eti, kıyma, sosis, yumurta ürünleri, su ürünleri, dondurma, süt tozu ve krema en yüksek 

risk içeren gıdalardır. Ayrıca çeşitli soslar ve salatalar, pudingler ve diğer süt ürünleri de 

Salmonella riski taşıyan gıdalar arasında yer almaktadır. Hammadde işleme teknolojisi, 

depolama ve pazarlama koşulları Salmonella riskinin büyümesine neden olmaktadır. 

Salmonella’nın yol açtığı gastroenterit’in şiddeti konakçının yaşına bağlıdır. 

Yenidoğanlarda, bebeklerde ve yaşlılarda daha şiddetlidir (Kim ve Surette 2003, 

Voetsch vd. 2004, Suar vd. 2006). 

 

S. Typhimurium kromozomu, yaklaşık 4x106 baz çifti uzunlukta olan tek bir çevrimsel 

DNA molekülüdür. Çoğu Salmonella enterica üyesi bir virülans plazmid ve lizogenik 

faj içerir. S. enterica serovar Typhimurium ve serovar Typhi’nin genom dizi analizleri 

tamamlanmıştır (McClelland vd. 2001, Srivatsan vd. 2008). 
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2.2 Salmonella Enfeksiyonu 

 

Daha önce de ifade edildiği gibi, salmonelloz’un moleküler mekanizmasının 

anlaşılmasına yönelik çalışmalarda kullanılan model bakteri S. Typhimurium’dur. En 

yaygın kullanılan konakçı ise, fare model sistemleridir. Farelerde özellikle tifo ateşinin 

örneklenmesi, sistemi kullanışlı kılan ana unsurdur. Ancak değişik konakçılarda 

serovaryeteler için Salmonella patojenitesinde farklı yanıtlar alınması, hastalığın 

moleküler mekanizması üzerinde yürütülen çalışmalarda ciddi sorunlar yaratmaktadır. 

Bugüne kadar yürütülen çalışmalardan elde edilen veriler ışığında sistemik ve sistemik 

olmayan Salmonella enfeksiyonunun genel moleküler mekanizmaları aydınlatılmıştır. 

Salmonella enfeksiyonu, primatlar ve insanlarda 105 ya da daha fazla bakterinin gıdalar 

yolu ile alımı sonucu başlar. Salmonella’lar ilk olarak ince bağırsağın bir bölümünü 

teşkil eden ve ileoçekal valfe yakın bölgede yer alan ileum’a, bakteriyel adhezinler 

aracılığı ile tutunur ve mukozal hücreler üzerinde kolonize olur. Bu tutunma ve 

kolonizasyonu ökaryotik hücrelerin işgali (invazyon) takip eder. Hücre işgalinde ilk 

aşama, Payer plakı bölgesindeki M hücrelerinin ve enterositlerin içerisine giriştir 

(Vasquez-Torres vd. 1999, Ohl ve Miller 2001). 

 

Hastaların dışkı örneklerinde lökositlerin varlığı ya da yokluğuna bağlı olarak yangılı 

diyare ya da sıvı kaybına yol açan diyare tanımlanmaktadır. Dışkı örneklerinde 

laktoferrin ya da nötrofillerin bulunması yangılı diyareye, dışkıda lökositlerin 

bulunması halinde ise sıvı kaybına neden olan diyareye karar verilmektedir. Sıvı 

kaybına yol açan diyareye; Vibrio cholerae, enterotoksijenik Escherichia coli, 

enteropatojenik E. coli ve enterohemorrajik E. coli de neden olmaktadır. Bu bakteriler 

genellikle invazif değildir ve ince bağırsak mukozasında çok düşük düzeyde yangıya 

yol açarlar. Buna karşın yangılı diyareye neden olan patojenler (enteroinvazif E. coli, 

Shigella spp., Campylobacter spp. ve tifoid olmayan Salmonella serotipleri gibi) 

bağırsak epitelini işgal ederler ve bağırsakta yoğun nötrofil akışına neden olurlar 

(Bolton vd. 2000, Helms vd. 2005). 

 

S. Typhimurium tarafından indüklenen gastroenteritin mekanizması üzerinde yürütülen 

son çalışmalarda, nötrofil sızması (akışı) ile karakterize edilen yangılı diyarenin 
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bakteriyel işgal ve onu takip eden doğal bağışıklık yanıtından ileri geldiği belirlenmiştir. 

Enfeksiyon esnasında S. Typhimurium, Salmonella patojenite adası 1 (SPI I)’de 

kodlanan tip III salgı sistemi (T3SS–1) aracılığı ile efektör proteinlerini enjekte ederek, 

enterositlere ve mikrofold (M) hücrelerine girer. Altı efektör, Rho ailesi GTPazlar için 

iki guanin nukleotit değişim faktörü (SopE ve SopE2), inozitol fosfat fosfataz (SopB, 

SigD olarak da anılmaktadır), aktin-bağlanma proteinleri (SipA ve SipC), ve aktiviteleri 

bilinmeyen efektörler (SopA ve SopD) beraber çalışmak suretiyle bakterinin bağırsak 

epitel hücrelerine girişini sağlamakta ve bağırsak mukozasında yangı oluşumunu 

tetiklemektedir (Unsworth vd. 2004, Raffatellu vd. 2005). 

 

Salmonella’nın ince bağırsak epitel hücrelerine tutunması, lümeni kaplayan mukoz 

tabakadan geçme yeteneği sayesinde gerçekleşir. Hayvan model sistemleri ile yürütülen 

çalışmalarda, Salmonella’nın tutunma ve hücre işgali için öncelikli olarak bağırsak 

epitelinde bulunan M hücrelerini tercih ettiği saptanmıştır. Bu aşamada ayrıca fagositik 

olmayan enterosit hücrelerinin de kullanıldığı saptanmıştır. M hücreleri pinositoz ile 

bağırsak antijenlerini içlerine almakta ve Peyer plakları (ince bağırsakta ve esas olarak 

da ileumda -incebağırsağın son kısmında- yer alan, lenfatik doku plakları) aracılığı ile 

ince bağırsak epitelinin altında bulunan lenfoid hücrelere bu antijeni taşımaktadır. Bu 

aktivite mukozal bağışıklığın oluşturulması açısından önemlidir. Salmonella’nın 

ökaryotik hücre işgalinde fagositoz yolu da kullanılmaktadır. Bu yolla özellikle CD18 

antijenini üreten fagositlerin içerisine girdikleri tespit edilmiştir (Baumler vd. 1996a, 

Baumler vd. 1996b, Baumler vd. 1996c, Zhou vd. 2001, Suar vd. 2006, Morgan vd. 

2007). Salmonella serotipleri epitellerin salgı yanıtı oluşturmasını tetiklemekte ve 

nötrofillerin toplanarak bağırsak lümenine (boşluğa) sızmasına yol açmaktadır. İn-vitro 

koşullarda yürütülen doku kültürü çalışmalarında nötrofil birikimi için, bakteri ve epitel 

hücrelerde çeşitli sitokinlerin üretimi ile ilişkili proteinlerin sentezlenmesinin zorunlu 

olduğu saptanmıştır. Özellikle epitel hücreleri tarafından üretilen kemokin interlökin–8 

aracılığı ile mukozal boşlukta nötrofil birikiminin teşvik edildiği tespit edilmiştir (Lee 

vd. 2000, Raffatellu vd. 2006, Morgan vd. 2007). Salmonella bağırsak epitel hücrelerini 

geçtikten sonra, bir diğer bağışıklık sistemi elemanı olan ve mukozal boşlukta yer alan 

makrofajlar içine girmektedir. Sistemik enfeksiyona yol açan Salmonella serotipleri 

makropinositoz yolu ile makrofaj içine girmekte ve fagositin antibakteriyel 
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fonksiyonlarından kurtulmasını sağlayan virülans mekanizmaları aktive etmektedir. 

Enfekte olmuş fagositlerin retikuloendotelyal sistemde bulunan diğer organlara göç 

etmesi bakterinin konakçı içinde yayılmasını kolaylaştırmaktadır (Ohl ve Miller 2001, 

Morgan vd. 2007). 

 

S. Typhimurium ile insan hücreleri arasındaki interaksiyon, makrofaj benzeri hücreler 

(THP–1 veya U937 hücreleri), makrofajlardan türeyen monosit hücreleri veya birincil 

nötrofillerin, söz konusu bakteri ile enfekte edilmesi sonucu modellenmiştir (Bolton vd. 

2000, Chessa vd. 2008a). Son zamanda ise insan vücudundan alınan doku örnekleri      

S. Typhimurium ile insan bağırsak mukozası arasındaki ilişkinin tanımlaması amacı ile 

kullanılmaktadır. İnsan epitel hücrelerinin kullanıldığı bu çalışmalarda; SopB tarafından 

üretilen fosfatidilinozitol fosfatazlar ile SopE-SopE2 tarafından üretilen 

RhoGTPaz’ların beraber çalışarak S. Typhimurium işgali için gerekli olan WASp/Scar 

proteinlerini aktive ettiği saptanmıştır (Unsworth vd 2004, Chessa vd. 2008b). Aktive 

edilen WASp/Scar proteinleri Arp2/3 kompleksini etkileyerek aktin flamentlerinin yeni 

dallar oluşturmasını sağlamaktadır. SipA proteini bu aşamada aktin polimerizasyonu 

için gerekli olan kritik dal konsantrasyon miktarını düşürerek, yeni dalların oluşumunu 

hızlandırmakta ve aynı zamanda ADF/kofilin tarafından yönetilen aktin çözülmelerini 

engellemektedir. Yeni aktin dallarının hızla büyümesi membranı dışarı doğru itmekte ve 

membran kabartılarının oluşmasına, makropinozitoz ile bakterinin içeri alınmasına 

öncülük etmektedir (Şekil 2.1) (Tükel vd. 2006) (Burkholder ve Bhunia 2009). 

 

Salmonella enfeksiyonunda gerçek doku hasarı, nötrofiller aracılığı ile; proteazların, 

miyeloperoksidazların ve NADPH oksidazların salgılanması sonucu gerçekleşmektedir. 

Epitelin bariyer fonksiyonunu kaybetmesinden sonra, kan damarlarından çok miktarda 

damar sıvısı kaybı meydana gelir ve böylece kandan bağırsak lümenine yüksek oranda 

sıvı akışı gerçekleşir. Nadir olmakla birlikte, bakteriler koruyucu makrofaj yanıtı 

oluşmadan önce kan dolaşımına dahil olabilir ve bu durumda da septik şok ve ölüm 

görülür (Şekil 2.2) (Tükel vd. 2006, Chessa vd. 2008a,  Burkholder ve Bhunia 2009). 

 

Bağırsak mukozasında yaşamda kalabilmek için S. Typhimurium’un tercih ettiği niş, 

makrofajların içerisidir. Makrofajların içerisinde yaşamda kalabilme aktivitesi için ise, 
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SPI-II tarafından kodlanan ikinci bir tip III salgı sistemine (T3SS–2) gereksinim vardır. 

Bu bakterilerde T3SS-2’nin inaktivasyonu sonucu, buzağılarda ve streptomisin 

muamele edilmiş farelerde S. Typhimurium’un ağızdan enfeksiyonunu takip eden 24 

saat içerisinde bağırsak mukozasında nötrofil sızmasının önemli ölçüde düştüğü 

belirlenmiştir. Yangı reaksiyonunun, hücre içi bir adaptör protein olan ve Toll-benzeri 

reseptörlerden (TLRs) alınan sinyalleri birleştiren MyD88’e bağımlı olması, lamina 

propria’da T3SS–2 ortamlı bakteriyel yaşamın, patojen tanıyan algılayıcılar (pathogen 

recognition receptors) tarafından sürekli izlendiğine işaret etmektedir (Raffatellu vd. 

2006, Bueno vd. 2010). 
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CDC42 Rac1 RhoA

WASP WAVE

Aktin bağlanma
Proteini ile ilişkilenme
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                                                                        (a) 

 
 

                                                                        (b) 

 
                  ( c  )                                                                       (d) 

Şekil 2.1.a.b. Salmonella’nın hücre işgalinde kullandığı pinositoz mekanizması 
(sitoiskelet düzenlemesi), c.d. epitel hücre ve nötrofil işgali (Tükel vd. 
2006) 
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(a) (b) 

Şekil 2.2 Salmonella Typhimurium’un neden olduğu gastroenteritte doku hasarı 
 
Enfekte buzağı ince bağırsak epiteli (a) normal epitel doku (b) (Tükel vd. 2006) 
 

2.3 Salmonella Patojenitesinde Rol Oynayan Moleküler Elemanlar  

 

Değişik mikroorganizmalar, insan hücrelerinde bulunmayan ve bu nedenle insan 

sistemine dahil olduklarında immün sistem reseptörlerini uyararak bağışıklık yanıtının 

oluşumuna yol açan yapısal elemanlar içerirler. Bu yapılar, patojen ilişkili moleküler 

elemanlar olarak adlandırılmaktadır. İnsan doğal immün sisteminin temel patojen ilişkili 

moleküler eleman algılayıcıları, Toll benzeri reseptörlerdir (TLR). Diğer algılayıcılar 

ise; dektin–1 (b-glukan içeren partikülleri tanıyan C tipi lektin), makrofaj mannoz 

reseptörü (değişik bakterilerin yüzeyinde bulunan şekerleri tanıyan C tipi lektin), 

makrofaj süpürücü reseptörü (düşük yoğunluktaki lipoproteinleri ve belirli anyonik 

polimerleri tanır) ve peptidoglikan yapısını tanıyan reseptörlerdir (karaciğer, özefagus 

ve kemik iliğinde bulunur). Bugüne kadar Toll benzeri reseptörler tarafından tanınan 

değişik Salmonella ilişkili moleküler elemanlar belirlenmiştir. Bunlar; peptidoglikan 

(TLR 2 ve 6), lipoprotein (TLR 2) ince agregatif fimbriya (agf), hekza asile lipit A 

(TLR 4), flagellin (TLR 5), metillenmiş CpG oligonukleotitler (TLR 9) ve RNA (TLR7 

veya TLR8)’dır (Mullins vd. 1998, Gentle vd. 2004), (Şekil 2.3). 

 

Patojen ilişkili moleküler elemanlar, patojen mikroorganizmaların büyük bir 

çoğunluğunda bulunan ve immün sistem tarafından tanınan (doğal ve adaptif immün 



 11

sistem reseptörlerinin tanıması sonucu immün yanıt oluşturulan) yapılardır. Bu 

elemanlar yüksek düzeyde korunmuş olup, mikrobiyel metabolizmanın ürünleridir ve 

antijenik yapı farklılıklarını kapsamazlar (Zierler ve Galan 1995, Gerlach vd. 2007). 

RNA TLR7 veya 8

DM

PP

SM

S

Peptidoglikan

TLR2/6
Lipoprotein

TLR2

hekza-
asile

lipid A

TLR4
Flagellin

(FliC FljB)

TLR5

Metillenmemiş
CpG

oligonukleotit

TLR9

TLR2

Fimbriya

 
Şekil 2.3 Salmonella patojenitesinde rol oynayan patojen ilişkili moleküler elemanlar 
 
(DM: dış membran, PP: periplazma, SM: sitoplazmik membran, S: sitoplazma, TLR (Toll benzeri 
reseptör) 
 

2.4 Salmonella’nın Bağırsak Epiteline Tutunmasında Etkili Moleküler Elemanlar 

 

Salmonella’da konakçı hedef doku yüzeyine (bağırsak epiteli) tutunmada rol oynayan 

temel yapılar, 13 adet operon tarafından kodlanan fimbriya’lar, 2 adet ototransporter 

protein (ShdA ve MisL) ve mukoid kapsül yapılarıdır (Gentschev vd. 2002, Bookema 

vd. 2004, Tükel vd. 2005). 
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Fimbriya’lar, değişik çevresel koşullarda üretilen ve bakterilerin aktif yüzey 

tutunmasında rol oynayan saç benzeri yapılardır. Bir ya da daha fazla protein 

monomerinden oluşan bu yapılar hücre yüzeyinden dışarıya doğru sentezlenirler. 

Fimbriya’lar ökaryotik hücrelerin yüzeyine, doku matriksine, serum proteinine ya da 

diğer bakterilere tutunma işlevi görürler. Bu tutunma bakterilerin epitel yüzeyinde 

kolonizasyonu, konak hücreye giriş, konjugasyon ve biyofilm oluşumu süreçleri için 

zorunludur. Salmonella’nın genom dizi analizi sonucunda 13 farklı fimbriyal operon 

içerdiği saptanmıştır. Ancak bunlardan yalnız iki adetinin (ince agregatif fimbriya, agf, 

ve tip-1 fimbriya, fim) in vitro koşullarda üretimi tanımlanmıştır. İnce agregatif fimbriya 

üzerinde yürütülen detaylı analizler sonucunda; söz konusu fimbriyanın ana alt ünitesi 

olan AgfA proteininin fibronektine (epitel doku bağ proteini) spesifik olarak bağlandığı 

ve TLR 2 tarafından tanındığı belirlenmiştir. Fim olarak adlandırılan fimbriyanın ana alt 

ünitesinin (FimH) ise, eritrositler ve maya hücrelerinin yüzeyinde bulunan 

glikoproteinlerin içerdiği terminal ά-D-mannoz birimlerine bağlandığı saptanmıştır. Son 

yıllarda yürütülen glikomiks çalışmaları sonucunda plazmid kodlu fimbriyanın PefA alt 

ünitesinin (pef) Lewis kan grubu antijenine [Gal ß1-4(Fucα1-3) GlcNAc (trisakkarit)] 

özgül bağlanma gösterdiği tespit edilmiştir. Uzun polar fimbriya’nın ise sadece 

heterolog konakçıda ifadesi örneklenmiş ve patojenin konakçı sistemde kalıcılığı 

üzerinde rol oynadığı tanımlanmıştır (Thanassi vd. 1998, White vd. 2003, White vd. 

2006, Gibson vd. 2007). Diğer dokuz Salmonella fimbriyasının in vitro koşullarda 

üretilememesi nedeni ile tutunma ve kalıcılıkta oynadıkları roller üzerinde bilgi 

bulunmamaktadır. Fimbriyal operonların regülasyonu üzerinde yürütülen çalışmalardan 

elde edilecek veriler ışığında, laboratuvar koşullarında üretimleri mümkün olabilecek ve 

adhezif özellikleri aydınlatılabilecektir. 

 

Salmonella’da MisL ve ShdA olarak adlandırılan iki ototransporter proteinin, adhezin 

özellikleri tanımlanmıştır. Salmonella patojenite adası III (SPI-III)’de kodlanan MisL 

proteininin C terminal bölgesi,  Neisseria gonorrhoeae’da bulunan immunoglobulin A1 

proteaz ailesi üyesi ototransporter proteinlerle benzer özellikler göstermektedir. 955 

amino asitlik MisL proteini sistein içermez ya da sistein bulunması durumunda, bu 

amino asitler arasında disülfit bağları oluşturmaz. Sinyal peptit, iç yolcu domaini ve 

translokatör bölgeleri enterik bakterilerde tanımlanan ototransporter proteinlerle önemli 
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ölçüde homoloji göstermektedir. Belirlenen ikincil ve üçüncül yapı özellikleri esas 

alınmak suretiyle, MisL, tip V salgı sistemi tarafından salgılanan bir ototransporter 

protein olarak tanımlanmıştır.  MisL proteini; özellikle enteropatojenik E. coli’ de 

bulunan AIDA–1 (%43), Shigella flexneri’de bulunan VirG (%38) ve Yersinia pestis’de 

bulunan YapD ve YapH ototransporter proteinleri ile yüksek düzeyde benzerlik 

içermektedir (Şekil 2.4) (Dorsey vd. 2005), (Tükel vd. 2007, Chessa vd 2008a).   

                                  

MisL proteininin S. Typhimurium’un patojenitesindeki fonksiyonu fare model 

sistemlerinde çalışılmıştır. Bu araştırmada bir misL mutantının fare bağırsak sisteminde 

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

ölçüde kaybetmiştir) ve dışkıda oranının ise önemli ölçüde azaldığı tespit edilmiştir. 

Ayrıca MisL ototransporter proteininin S. Typhimurium’a özellikle fibronektin’e (FN) 

ve kısmen kollajen’e bağlanma aktivitesi kazandırarak, kolonik karsinoma kökenli insan 

epitel hücrelerinde invaziviteyi artırmada rol aldığı da tanımlanmıştır. Bu veriler 

MisL’in, bağırsakta Salmonella’nın kolonizasyonu için gerekli bir ekstraselüler matriks 

adhezin proteini olduğuna işaret etmektedir (Chessa vd. 2008a, Chessa vd. 2008b). 

 

  
 

                                                                

 
Şekil 2.4 MisL ototransporter proteininin genetik organizasyonunun ve aktif 

bölgelerinin şematik görünümü (Dorsey vd. 2005) 
 

 

S. Typhimurium’da, MisL dışında, ShdA olarak tanımlanan bir başka ototransporter 

protein daha izole edilmiştir. Bu protein büyük bir dış membran proteini olup, konakçı 

hücre heparini gibi davranarak yolcu domaini ile fibronektine ve kollajene 

Yolcu bölgesi                Translokasyonu yöneten bölge   
böl  

955aa 

marT   
sisA 

    
mgtC
C 

 
cigR   mgtB sugR rhuM rmbAA      misLL fidL
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bağlanmaktadır. ShdA yolcu domaini 1500 amino asit çerir ve iki bölgeye ayrılır. 

Burada bir N-terminal tekrarsız bölgeyi, tipA ve tipB olarak adlandırılan iki amino asit 

tekrarı izlemektedir (Dorsey vd. 2005, Chessa vd. 2008a). S. Typhimurium shdA geninin 

insersiyonal inaktivasyonunun ya da delesyonunun farelerde fekal örneklerden geri 

alınan bakteri sayısında düşmeye neden olduğu belirlenmiştir. S. Typhimurium fare 

enfeksiyonu denemelerinde cecumun bakteriyel populasyonun ana rezervuarı olduğu 

saptanmıştır. shdA geni, söz konusu bakterinin cecumun duvarı ve diğer yapılarına 

kolonizasyonu için gerekli olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak, cecumda gerçekleşen 

ShdA-ortamlı kolonizasyon S. Typhimurium’un sistemde kalıcılığı ve enfeksiyon için 

zorunludur (Dorsey vd. 2005, Hamilton vd. 2009). 

 

Salmonella’nın epitel hücrelere tutunması ve kolonizasyonunda rol oynayan son eleman 

mukoid kapsül yapıları ya da diğer bir deyişle ekzopolisakkaritleridir. Salmonella’da en 

iyi tanımlanmış ekzopolisakkarit yapı Vi-Ag’dir. Vi-Ag, lineer poli-α-1,4-2-GalANAc 

homopolimeri olup, serotiplere göre C3 pozisyonunda O-asillenmiş grup bakımından 

farklılıklar içerir. İkinci ekzopolisakkarit yapı selüloz’dür. Çözünmez bir β-(1,4) glukoz 

homopolimeri olan selüloz, 10000 adet glukoz monomeri içerebilmektedir. Selüloz 

abiyotik çevrelerde biyofilm oluşumuna yol açarken, konakçı hücrelerde, özellikle ince 

agregatif fimbriya ile ilişkilenerek, yüzey tutunmasında rol almaktadır. Salmonella’da 

tanımlanan son ekzopolisakkarit yapı ise kolonik asittir. Kolonik asit yüksek potasyum 

konsantrasyonunda ve 15–20 °C arasında mukoid yapı oluşturma özelliği gösterir. İki 

elemanlı bir sistem (PhoP-PhoQ) tarafından regüle edilen kolonik asit üretimi sayesinde 

abiyotik çevre koşullarında biyofilm oluşumu desteklenerek hücreler oksidatif stresten 

korunur. Son yıllarda yapılan çalışmalarda tavuk ince bağırsak epitel hücrelerinde de 

kolonik asidin biyofilm oluşturarak tutunmayı güçlendirdiği ve patojenin virülansını 

yükselttiği belirlenmiştir (Ngwai vd. 2006, Chessa vd. 2008a, Dieye vd. 2009). 

 

 2.5 Konakçı Hücre İşgalinde Rol Oynayan Salgı İzyolları 

 

Gram negatif bakterilerde I’den V’e kadar numaralandırılan beş adet salgı yolu 

bulunmaktadır. T3SS yukarıda açıklanmıştır. Yakın geçmişte yayınlanan iki makalede 
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Vibrio cholarae’da tanımlanan VI bir salgı yolu tanımlanmıştır (Henderson vd. 2004, 

Frye vd. 2006). 

 

Tip I salgı sistemi sitoplazmik membran ve dış membranda porların genişlemesi 

görevini üstlenen en az üç proteinin işlevi ile fonksiyonel olmaktadır. İlk kez E. coli 

alfahemolizin’inin (HlyA) ökaryotik hücrelere girişi üzerinde yürütülen çalışmalar 

sonucu tanımlanan bu sistemin, değişik patojenlerdeki karakteristikleri belirlenmiştir. 

HlyA modifiye proteine (11-179 amino asitler arasında bir tekrar bölgesi içerir) lipit yan 

gruplarının bağlanması sonucu meydana gelen bir lipoproteindir. İn vitro sistemlerde 

kalsiyuma bağlanma özelliği gösterdiği belirlenmiş ve bu yolla ökaryotik hücreler ile 

ilişkilendiği öne sürülmüştür. Bu interaksiyon HlyA’nın, ökaryotik hücrelerde plazma 

membranından geçişini ve sitoplazmik içeriklerin hücre dışına akışını teşvik eder (Galan 

ve Curtiss 1989, Ghigo ve Wandersman 1992, Koronakis vd. 1995, Frye vd. 2006). 

 

Tip II salgı sistemi, genellikle ana terminal dal olarak (main terminal branch, MTB) 

adlandırılır. Sistemin, sürekli aktif olan tek bir operon tarafından kodlanan 14’den fazla 

proteine gereksinim duyduğu saptanmıştır. MTB sistemi aynı zamanda iç ve dış 

membranlarda, büyük olasılıkla açılma yapıları olarak ortaya çıkan yapıların 

makromoleküler özelliklerini taşır. MTB aracılığı ile salgılanmanın tipik örneği, 

Klebsiella oxytoca’da pullunazın (PulA) salgılanmasıdır. PulA nişasta hidrolizini 

gerçekleştiren bir lipoproteindir. Önce misel formları oluşturulur ve daha sonra dış 

çevreye salgılanır. K. oxytoca’da MTB yolu bulunduktan sonra, Vibrio cholerae’de 

kolera toksininin, P. aeruginosa’da enterotoksin A’nın ve değişik hücre duvarı 

parçalama aktivitesine sahip enzimlerin bu yolla salgılandığı belirlenmiştir (Galan 2001, 

Bourzac ve Guillemin 2005, Gerlach ve Hensel  2006).  

 

Tip III efektör moleküller, iç ve dış membranların genişlemesine yol açacak proteinlerin 

oligomerik yapıdaki kompleks birliğine gereksinim duyar. Sec mekanizması salgı için 

zorunlu değildir ancak, yapısal proteinlerin iç membrandan translokasyonunu yönetir. 

SipA, SopA, SopB, SopD, SopE ve SopE2 S. Typhimurium’da SPI-I de kodlanan T3SS 

tarafından salgılanan efektör moleküllerin bazılarıdır. Bunlar bakteriyel işgalden sonra 

epitel hücrelerine enjekte edilir (Zierler ve Galan 1995, Gentle vd. 2004, Galan 2008). 
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Tip IV salgı sistemi, DNA’nın konjugatif transferini gerçekleştiren sistemlerle 

ilişkilidir. Bu sistem, iç ve dış membranlar ile ilişkili ve periplazma ve sitoplazmada 

lokalize olan, en az 9 proteinin koordineli hareketinden sorumludur. Bu sistem sadece 

Gram negatif bakterilerde bulunmaktadır (Wilson vd. 2008). 

 

Tip V salgı sistemi ilk kez Neisseria gonorrhoeae’da IgA1 proteazın salgılanmasında 

tanımlanmış ve ototransporter salgı yolu olarak adlandırılmıştır. Poliprotein 

(ototransporter) öncüsünün sinyal serisi iç membrandan geçerken kesilir. Bu öncünün iç 

membrandan transferi Sec bağımlı izyolu ile gerçekleşir. Ototransporter proteinin β-

varil domainin karboksil terminali, yolcu domaininin dış membrandan transportunu 

sağlar. Bundan dolayı ne enerji bağlanması ve ne de yardımcı faktörler söz konusu 

translokasyon sürecinde rol almaz. Bugüne kadar 31 adet IgA1 proteaz-benzeri 

ototransporter tanımlanmıştır. Bunların 28 adeti, prototipik-Sec bağımlı sinyal 

sekanslarının bazı karakteristiklerini taşıyan, sinyal peptit domaini içermektedir. Sinyal 

seri pozitif yüklü amino asitlerden oluşan bir N-terminal domainine sahiptir. Ayrıca, 

nötral amino asitler içeren bir hidrofobik bölge (H-domaini) ve C terminal konsensus 

sinyal peptidaz tanıma bölgesi (AXB) içermektedir. Burada A ve B küçük amino 

asitlerdir ve B oluşumundan sonra peptit yapısından kesilirler. Tipik amino-terminal 

lider peptidin bulunmaması gibi istisnalar hariç, bu proteinlerin iç salgılanmasında sec-

bağımlı mekanizma söz konusudur (Desvaux vd. 2004, Henderson vd. 2004, Lawrenz 

vd. 2009). Tip V salgı sistemi için önerilen ve genel kabul gören modelde, iç membranı 

geçtikten sonra ototransporter protein periplazmik yüzeyde görülür. Ototransporter 

proteininin ß-domaininin biyofiziksel olarak tercih edilen ß-varil konfigürasyonundaki 

dış membrana insersiyonunun, kendiliğinden meydana geldiği kabul edilmektedir. ß-

varil, çok sayıda amfipatik antiparalel ß-katlanmaları içeren kompleks protein yapısı 

içermektedir. İlk ve son ß-katlanmalar, kendiliğinden yakın halka (ring) yapısında ve 

antiparalel hidrojen bağları oluşturur. Amfipatik primer yapı, moleküler porların 

oluşumuna izin verir. Burada ototransporter proteinin hidrofobik yan zincirleri, 

hidrofobik çift tabaka içerisine girdikten sonra birbirini takip eder, ancak merkezde  

hidrofilik yan zincirlerin sıvı çevre ile temasını sağlar. Böylece varil benzeri porlar 

oluşur. Yolcu domaini bu kanaldan dışarı salınır. Salınma sonrasında ya kesilir ya da  S. 
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Typhimurium’un ototransporter proteini  ShdA gibi bakteri yüzeyine bağlı kalır (Şekil 

2.5) (Desvaux vd. 2004, Lawrenz vd. 2009, Santiviago vd. 2010). 

 

 

Şekil 2.5 Ototransporter salgı yolu  
 
KYD: Katlanmış yolcu domaini, dış membrandan salgılanmayı yönetir, SD: sinyal dizisi, BB: bağlayıcı 
bölge.  1. evre: ß-domaininin dış membran insersiyonu ve  ß-varil por oluşumu. 2. evre: linker bölge 
pordan salgılanmayı sağlar. 3. evre: otoşaperon domaini yolcu domaininin  ß-varil porundan çıkacak 
şekilde katlanmasını tetikler. 4. evre: katlanan yolcu domaini hücre yüzeyine çıkar (translokasyon) ve 
efektör molekül bir proteaz aktivitesi ile kesildikten sonra dış çevreye salgılanır. Peri: periplazma; OM: 
dış membran; IM: sitoplazma membranı, EM: dış çevre (Desvaux vd. 2004). 
 
 

2.6 Salmonella Patojenite Adaları (SPI) 
 
 
Farklı türler arasında gerçekleşen yatay gen transferi tarafından, virülans özellik ile ilgili 

genetik lokusların belirli genom bölgelerinde toplanması sonucu Salmonella’da 

patojenite adalarının (SPI) oluştuğu görüşü giderek yaygınlık kazanmaktadır. Tüm 

patojen mikroorganizmalar, bir ya da birden çok virülans faktör içermektedir. Virülans 

özelliği kodlayan ve genomun aynı bölgesinde lokalize olan patojenite adaları, 



 18

organizma tipine bağlı olarak, 10-200 kb arasında bölgeleri kapsar.  Bu bölgelerin        

% G+C içeriği ile kodon kullanma özellikleri bakımından diğer genomik bölgelerden 

farklı oluşu, yatay (lateral) gen transferi yolu ile kazanıldıklarının en önemli kanıtıdır. 

Diğer kanıtlar ise;  patojenite adalarının  genellikle doğrudan tekrar edilen DNA 

bölgeleri ile ve tRNA genleri ile ilişkili olmalarıdır. Zira çoğu ökaryotik ve bazı 

prokaryotik organizmalarda tRNA genlerinin ve tekrar serilerinin, yabancı DNA’nın 

entegrasyon bölgeleri olarak işlev gördüğü belirlenmiştir. Patojenite adaları ayrıca, 

genellikle integrazlar ve insersiyon elementlerinin bir bölümü gibi genetik hareketliliği 

kodlayan fonksiyonel genler içerirler. Bu nedenle patojenite adaları stabil olmayan 

bölgeler olarak değerlendirilmektedir. Bugüne dek Salmonella’da 10 adet farklı 

patojenite adası ve 2 adet patojenite adası benzeri genomik organizasyon tespit 

edilmiştir (Groisman ve Ochman 1996, Gunzel vd. 2006). Bunlar içerisinde, genel ya da 

kısmi virülans fonksiyonları tanımlanmış beş ada üzerinde durulacaktır. 

 

Salmonella kromozomunda sentizom 63 içinde yer alan genler Salmonella patojenite 

adası I (SPI-I) olarak adlandırılmıştır. Kromozom üzerinde 40 kb’lık bir bölgeyi işgal 

eden SPI-I lokusu, yaklaşık 30 genin kodladığı Tip-3 salgı sistemi (T3SS-1) aktivitesi 

ile, hücre yüzeyinde iğne benzeri uzantılar oluşturulup Salmonella proteinlerinin 

konakçıya aktarılmasını sağlamaktadır. Bu lokusun ikinci elemanı sitABCD genleri 

invazif aktivite ile ilişkili değildir. Söz konusu genler, Salmonella’da demir yakalama 

sistemini kodlamaktadır. Bağırsağa invaze olma sürecinde, SPI-I’de kodlanan SipB 

proteini, hücre içi kaspaz-1’in makrofajlar içindeki aktivasyonunu tetikler. Sistein 

proteaz ailesinin bir üyesi olan Kaspaz-1, enfekte olmuş makrofajlarda apoptozisi 

(hücre ölümünü) başlatır. Bu da Salmonella’nın bu hücrelerden salınmasına yol açar. 

Kaspaz-1 aynı zamanda lokal inflamasyonu ve polimorfonükleer fagositlerin (PMN) 

sızmasını arttıran biyoaktif sitokinleri üretmek için inflamatuvar öncesi sitokinleri (IL1β 

ve IL18) doğrudan bağlar. Kaspaz-1’in Sip-B aracılığı ile aktive edilmesi, Peyer plakı 

tipi hücrelerde ve mezenterik lenf düğümlerinde gelişmiş kolonizasyon ile sonuçlanır 

(Zhou vd. 1999, Monack vd. 2001, Coombes vd. 2005). Fakat alternatif bir invaze olma 

mekanizmasının SPI-I’e bağlı olmadığı belirlenmiştir. Burada Salmonella, M 

hücreleriyle ilişkiye girmez ve mukozal yüzeydeki epitel hücreleri ve bakteriler 

arasındaki sıkı bağlantıları açan dallanmış hücreler tarafından (dentritik hücreler) 
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yakalanırlar (Coombes vd. 2005). Salmonella daha sonra CD18 aracılığı ile 

gastrointestinal sistemden kan dolaşımına aktarılır (Vasquez-Torres vd. 2000, Rescigno 

vd. 2001, Coombes vd. 2005). Konakçı hücrenin içine translokasyonda yer alan ve SPI-

I de kodlanan T3SS’in efektör proteinlerinin büyük bir kısmı tanımlanmıştır. SipA, 

SipB, SipC, SptP ve AvrA SPI-I lokusunda yer alan genler tarafından kodlanmaktadır. 

Salmonella türlerinde oldukça korunan sipABC, sptP genleri ve avrA genleri ise SPI-I 

ile bitişik, yüksek düzeyde değişken bölgeler olarak tanımlanmıştır. SopA, SopB, SopD, 

SopE ve SopE2 efektör proteinleri SPI-I ‘in dışında bağımsız bir lokus tarafından 

kodlanır. Salmonella türlerinde sopB, sopD ve sopE2 lokasyonu oldukça stabil iken, faj 

içeren sopE lokasyonu ise değişkendir (Mirold vd. 1999, Lucas ve Lee 2000, Raffatellu 

vd. 2006). SPI-I genlerinin ifadesinin regülasyonu, lokal ve global regülatör sistemleri 

içeren karmaşık bir süreçte gerçekleştirilir. AraC sınıfının SPI-I kodlu transkripsiyonel 

regülatörü olan HilA, SPI-I kodlu transkripsiyonel bir aktivatör olan InVF’yi kontrol 

eder. HilC ve HilD de, HilA fonksiyonlarını modüle eden diğer SPI-I kodlu 

regülatörlerdir. PhoPQ, OmpR/EnvZ ve BarA/SirA gibi iki bileşenli global regülatör 

sistemler, SPI-I genlerinin (flagella demeti sistemi gibi) ifadesini etkiler. Toplu olarak 

bu regülatör sistemler; düşük oksijen gerilimi, orta dereceli bazik pH, yüksek osmolarite 

ve kısa zincirli yağ asitlerinin varlığı gibi intestinal lümende Salmonella tarafından 

karşılaşılan çevresel uyaranlarla uyarılır ve bu da istila genlerinin  ifadesiyle sonlanır 

(Lucas ve Lee 2000, Raffatellu vd. 2006). 

 

SPI-II, Salmonella’nın sistemik enfeksiyonu gerçekleştirebilmesi ve konakçı 

organlarında çoğalabilmesi için gereklidir. Bu virülans fenotipi, S. enterica’nın fagositik 

hücrelerde yaşamda kalma ve çeşitli ökaryotik hücrelerde vakuoller içinde çoğalabilme 

yeteneğini sağlar. SPI-II lokusunun büyüklüğü de 40 kb’dır. Bu lokusta kodlanan ikinci 

T3SS-2, Salmonella efektör proteinlerin konakçı hücreye lokasyonunu sağlamaktadır. 

Bu salgı sistemi aynı zamanda patojeni vakuol içinde konakçı bağışıklık sisteminin 

efektör fonksiyonlarına karşı da korumaktadır (Monack vd. 2001, Frye vd. 2006). SPI-

II’nin kodladığı bazı proteinlerin; fagosit oksidazın ve indüklenebilir nitrik oksit 

sintazın Salmonella içeren vokuollere (SCV) kolokalizasyonunu engellediği  

belirlenmiştir (Chakravortty vd. 2002, Dieye vd. 2009). Salmonella enfeksiyonlu 

epitelyal hücrelerde, konakçı hücre endozomlarında tübüler agregatların oluşumu 
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gözlenmiştir. Bu fenotip SPI-II kodlu T3SS efektör proteini SifA’nın translokasyonuna 

bağlıdır. SifA yönünden eksik olan mutant suşlar SCV’yi sağlayamaz ve doğrudan 

konakçı hücrenin sitoplazmasına dahil olur. Makrofajların hızlı apoptozu Salmonella 

tarafından SPI-I’e bağlı işgal ile tetiklenirken, gecikmiş bir Kaspaz-1’ e bağlı apoptoz 

formunun da SPI-II fonksiyonuna bağlı olduğu saptanmıştır. SPI-II lokusu içinde diğer 

genlerin fonksiyonu sistemik patojenite ile ilişkili değildir. SPI-II kodlu T3SS’in ifadesi 

SPI-II kodlu iki-bileşenli bir sistem olan SsrAB tarafından kontrol edilir. SsrAB’nin 

ifadesi ise, global regülatör fonksiyonlu diğer bir iki bileşenli sistem olan OmpR/EnvZ 

tarafından ayarlanır. SPI-II ifadesinde çevresel uyaranların etkileri üzerinde yürütülen 

çalışmalar, PhoPQ’nun da regülatör görevi üstlendiğine işaret etmiştir (Lee vd. 2000, 

Tükel vd. 2005, Tükel vd. 2007, Jarvik vd. 2010).  

 

SPI-III tarafından kodlanan virülans faktör, Salmonella’nın konakçı hücre içinde canlı 

kalabilmesi için önemli olan yüksek afiniteli magnezyum transport sistemidir (MgtCB). 

MgtCB sistemindeki bozucu bir mutasyonu içeren suşların sistemik virülans etkilerinin 

ve hücre içinde çoğalma miktarlarının az olduğu saptanmıştır (Blanc-Potard ve 

Groisman 1997, Blanc-Potard vd. 1999, Beuzon vd. 2000, Marathe vd. 2010). Bu gen 

kümesi içinde yer alan misL, bir ototransporter proteini kodlamaktadır. S. Typhimurium 

ile enfekte olmuş tavuk ve farelerde bağırsak yüzeyinde bakteriyel kolonizasyonun 

gerçekleşmesi için misL geninin tam aktivitesini göstermesi gerektiği belirlenmiştir 

(Morgan vd. 2004, Tükel vd. 2007, Marathe vd. 2010). Salmonella patojenite adası-III 

(SPI- III) S. enterica serovar Typhimurium kromozomunda 81 dakika bölgesinde yer 

alan selC tRNA geninin önünde (3’ ucunda) lokalize olan 17 kb uzunluğunda bir 

bölgeyi kapsamaktadır. Bu bölgenin G+C içeriği % 47.5’tur ve genomun diğer 

bölgelerindeki G+C içeriğinden (% 52) farklılık gösterir. SPI-III’ün merkezinde yer 

alan 4 genlik grup rmbA, misL, fidL ve marT yalnız bazı alt türlerde bulunmaktadır ve 

insersiyon seri kalıntıları tarafından genler ayrılmaktadır. SPI-III altı transkripsiyon 

ünitesi halinde organize olmuş on açık okuma kalıbı (ORF) içermektedir. Bu açık 

okuma kalıpları, yukarıda söz edilen 4 gen dışında, Mg2+ transport proteini MTB ve 

biyokimyasal fonksiyonu bilinmeyen MgtC’yi kodlayan operonu teşkil etmektedir. 

Yakın geçmişte yürütülen çalışmalar; mgtC geninin fare model sistemlerinde, makrofaj 

içinde ve in vitro koşullarda düşük Mg2+ konsantrasyonunda bakterinin canlılığını 
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korumasında  rol aldığını göstermiştir (Dorsey vd. 2005, Tükel vd. 2007, Chessa vd. 

2008b, Jarvik vd. 2010). 

 

SPI-IV’ün fonksiyonel özelliklerine dair henüz yeterli bilgi elde edilememiştir. Ancak 

yapılan çalışmalar bu adada bulunan genlerin T3SS’e benzer DNA baz dizisi özelliği 

içerdiğini göstermiştir. Bunun yanında transpozon mutasyonu denemeleri sonucunda 

Salmonella’nın makrofaj içinde hayatta kalabilmesi için gerekli fonksiyonları içeren 

birkaç lokus tanımlanmıştır. SPI-IV içinde yer alan bu lokuslardan biri ims94 olarak 

adlandırılmıştır (Baumler vd. 1996c, Gerlach vd. 2007, Ragunathan vd. 2009). Son 

yıllarda yapılan deneyler sonucunda, SPI-IV’ün T3SS’e benzer bir mekanizma ile SiiE 

adı verilen bir adhezin kodladığı tespit edilmiştir. Ancak bu adhezin, fimbriyal 

adhezinlerden farklı bir fonksiyon ile epitel hücrelere tutunmaya yardımcı olmaktadır. 

Diğer patojenite adalarına oranla % 44.8 gibi düşük bir G+C içeriğine sahip olan SPI-

IV, 23 kb büyüklüğünde bir bölgeyi  işgal etmektedir. Dizi analizi çalışmalarından elde 

edilen veriler, söz konusu bölgenin S. Typhi ile S. Typhimurium arasında önemli 

farklılıklar gösterdiğine işaret etmiştir (Gerlach vd. 2007, Ragunathan vd. 2009). 

 

SPI-V, salgı sistemleri ile translokasyonları gerçekleştirilen efektör proteinleri 

kodlamaktadır. T3SS-1 aracılığı ile translokasyonu yapılan ve sıvı salınımını başlatarak 

diyareye neden olan SopB efektör proteini ve T3SS-2 aracılığı ile translokasyonu 

gerçekleştirilen PipB efektör proteini bu lokusta kodlanmaktadır. SPI-V genlerinin 

regülasyon sistemleri, SPI-II  genleri ile benzer bulunmuştur. Söz konusu genlerin 

aktivasyonu, hücre içi (in-vivo) ya da bakterilerin  Mg2+ kısıtlamasına  maruz kaldığı in 

vitro koşullarda gerçekleşmektedir. Buna karşın sopB ifadesi, HilA fonksiyonuna (SPI-I 

kodlu merkezi regülator protein) bağlıdır (Morgan vd. 2004, Choi vd. 2010). 

 

2.7 Fibronektin 

 

Fibronektin (FN) çok domainli ve büyük bir glikoproteindir. Bağ dokuda, hücre 

yüzeylerinde, plazma ve diğer vücut sıvılarında bulunur. FN sitoiskeletin ve 

ekstraselüler matriksin değişik elemanları ile interaksiyon verir.  Bu glikoprotein ayrıca 

kendi kendisi ile de interaksiyon vererek, henüz detaylı analizi yapılmamış olan fibriler 
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yapıları meydana getirir. 1980’li yıllarda fibronektinin amino asit dizilimi 

çözümlenmiştir (Engel vd. 1981, Erickson 1994). FN’in büyük bir kısmı, üç tip 

homolog tekrar içermektedir. I. tip tekrarlar 45, II. tip tekrarlar 60 ve III. tip tekrarlar 90 

amino asit içerir.  Protein yapısında toplam 12 adet tip I, 2 adet tip 2 ve 17 adet tip III 

tekrar bulunmaktadır (Sechler vd. 2001).  FN genellikle, benzer fakat aynı olmayan iki 

zincirden meydana gelen dimer yapılar oluşturur. Dimerde yer alan her bir zincir 

yaklaşık 250 kDa’dur. Bir çift disülfit bağı zincirlerin karboksi (C)- terminal uçlarını 

birbirine bağlar. Her bir zincirde ayrıca, 30 adet zincir içi disülfid bağı ve iki sülfidril 

grubu bulunur (Maqueda vd. 2007). 

 

 Fibronektin yüksek düzeyde glikolize edilmiş bir proteindir. Bu karbonhidrat 

gruplarının, proteinin belirli domainlerinin proteolizden korunmasında ve fibronektinin 

stabilizasyonunda rol aldığı bilinmektedir. Ancak proteinin fonksiyonelliğinde ilave bir 

etkinliğe sahip olup olmadıkları hakkında bir bilgi bulunmamaktadır. Fibronektin gibi 

kompleks glikoproteinlerin üzerindeki karbonhidratlar bazı özgül enzimler kullanılarak 

uzaklaştırılabilmektedir. Glikoproteinlerden karbonhidrat gruplarının uzaklaştırılması 

bir çok durumda önemli çalışma avantajları sağlamaktadır. Bu sayede peptit analizleri 

kolaylaşmakta ve ligand bağlanma aktiviteleri tanımlanabilmektedir (Astrof vd. 2004, 

Maqueda vd. 2007). 

 

FN tek bir gen tarafından kodlanır ve homolog tekrarlar halinde bulunan üç ekzon içerir. 

Alternatif ekzon düzenlenmesi mekanizması sayesinde çoklu FN izoformları 

oluşturulabilmektedir. Ekzon düzenlenmesi FN geninin yalnız üç bölgesinde meydana 

gelir. Bunlar EDA, EDB ve V bölgeleridir. V. bölge duruma bağlı olarak proteinin 

yapısında bulunabilir ya da bulunmayabilir. Örneğin hücresel FN (cFN) EDA ve EDB 

bölgelerini içerirken, plazma FN’inde (pFN) bu bölgeler bulunmaz. cFN ve pFN 

salgılandıklarında ekstraselüler matriks ile ilişkilenir (Astrof vd. 2007). 

 

FN’in; adhezyon, göç (transport), farklılaşma, transformasyon ve çoğalmada 

fonksiyonel olduğu detaylı bir şekilde tanımlanmıştır. Genelde FN, epitel doku gibi, 

değişik doku tiplerinde matriks yapılar oluşturmak suretiyle, hücrelerin bağlanmasında 

görev almaktadır (Şekil 2.6) (Singh vd. 2010). FN aynı zamanda değişik 
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mikroorganizmaların bağlanmasını yönetmede de önemli rol oynamaktadır. Çoğu Gram 

pozitif bakteri (Staphylococcus aureus gibi)  FN’in (N)- terminal ucuna bağlanmaktadır. 

FN ayrıca Candida albicans gibi küflere ya da Pneumocystis carinii ve diğer parazit 

protozoanlara da bağlanma hedefi teşkil etmektedir (Gee vd. 2008, Singh vd. 2010).  

 

 
 

Şekil 2.6 Fibronektin matriksinin oluşum basamakları  
 
(a) Kompakt fibronektin dimeri öncelikle integrinlerle ilişkilenmektedir. (b) Hücre içi proteinler (pembe, 
sarı ve mavi renkler) integrinlerin sitoplazma içerisinde bulunan bölgelerini güçlendirmekte ve aktin 
sitoiskeleti (yeşil) ile integrinlerin ilişkilenmesini sağlamaktadır. Sitoiskelet bağlantıları hücrenin kasılma 
yeteneğini artırmakta, bu da fibronektinin yapısında meydana gelecek değişimlere öncülük etmektedir. (c) 
İntegrin kümeleri ve açıkta bulunun fibronektin bağlanma bölgeleri FN-FN bağlanmalarını teşvik 
etmektedir. (d) Meydana gelen bu olaylar sonrasında stabil, çözünmeyen fibriler matriks yapısı 
oluşmaktadır. Kırmızı kutucuk içerisinde tek bir FN dimerinin alt üniteleri arasında gerçekleşen bağ 
yapıları gösterilmiştir. (i) FN alt ünitelerinin N terminal uçları arasında gerçekleşen bağlanmalar, (ii) 
diğer fibronektin bağlanma bölgelerinin, III1-2, III4-5, III12-14, katılımıyla lateral fibrillerin bağlanması ile 
sonuçlanmaktadır (Singh vd. 2010). 
 

Enzimatik proteoliz yolu ile FN parçaları oluşturulabilir. Şekil 2.7’de (Singh vd. 2010) 

bu parçalar büyüklükleri ve bağlanma yeteneklerine göre sınıflandırılmıştır. FN 

termolizin ile parçalandığında değişik parçalar elde edilir. Bir 29 kDa’luk N terminal  

Fib-1/Hep-1 parçası, 1-5 adet arasında tip I tekrar içerir. Bu fragment fibrin, heparin ve 

bazı bakterilere bağlanma spesifitesine sahiptir. Söz konusu bölge ayrıca FN’in matriks 
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ile birleşmesinde rol oynar. Bu parçayı takip eden 42 kDa büyüklüğündeki jelatin 

bağlanma parçası (GBF) 6-9 adet tip I ve 1-2 adet tip II tekrar içermektedir. Bu ikinci 

parça denatüre kollajen ve doku transglutaminazına bağlanma yeteneğindedir. Üçüncü 

sıradaki parça ~9 kDa büyüklüktedir ve  1 adet tip III  tekrara sahiptir. Bu parça  zayıf 

bir şekilde heparin’e bağlanmakta ve bu yolla molekülün kendi kendisi ile interaksiyon 

vermesinde, yani fibril yapılarının oluşmasında rol oynamaktadır. 110 kDa’luk büyük 

merkezi hücre bağlanma parçası (CBF) 2-10 adet tip III tekrara ve integrin tanıma 

sekansı olarak görev yapan RGD domainine sahiptir. Merkezi parçayı,  30  ya da 40 

kDa olabilen Hep-2 domaini izler. Bu parçada 12-14 ya da 12-15 adet tip III tekrar 

bulunmaktadır. FN’in C-terminalinde yer alan ikinci bir fibrin bağlanma bölgesi 19 kDa 

büyüklüğündedir ve bu bölge Fib-2 parçası olarak adlandırılmaktadır. Söz konusu bölge 

10-12 adet tip I tekrar içerir (Xu vd. 2009, Singh vd. 2010).  
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Şekil 2.7 Termolizin kesimi ile elde edilen FN parçaları 
  
Kırmızı çizgiler parçaları ifade etmektedir (Singh vd. 2010) 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Materyal 

 

3.1.1 Suşlar ve plazmidler  

 
Çalışmada kullanılan Salmonella Typhimurium ve Escherichia coli suşları ve vektör 

plazmidler Vaccine Research Institute (San Diego, CA, USA) ve Ankara Üniversitesi 

Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Genetik Laboratuvarı kültür koleksiyonundan 

sağlanmıştır. Bakteri suşları ve plazmidler, uygun tampon (Tris-EDTA) ya da % 40 

gliserol içeren LB broth ortamlarında (Difco, Surrey, UH) -80 °C’de saklanmıştır. 

  

LB (Luria-Bertani) Broth ve Agar  

Tripton 10 g 

Maya Özütü 5 g 

NaCl 10 g 

Destile su 1000 mL 

 

2 N NaOH kullanılarak pH 7.2–7.5 arasına ayarlandı ve 121 °C’de 15 dakika sıcaklık 

uygulaması ile sterilize edildi. Katı ortam için bu karışıma 15 g/L olacak şekilde agar 

ilave edildi.  

 

Tris (Tris Hidroksimetil Amino Metan)/ EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) 
Çözeltisi 
Tris 1.21 g 

EDTA 0.37 g 

Destile Su 1000 mL 

pH 7.4 (2 N HCl kullanıldı)  

 

Sterilizasyon işlemi 121 ºC’de 15 dk süre sıcaklık uygulaması ile yapıldı.  
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Tez çalışmasında genel kullanımı olan plazmid vektör haritaları (Şekil 3.1-3.4) : 

 

 
 
Şekil 3.1 pCR 2.1-TOPO vektörünün genetik haritası  
 
Bu vektör polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ürünlerinin doğrudan E. coli’ ye klonlanmasında 
kullanılmıştır (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA).  
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Şekil 3.2 pET101/D-TOPO vektörünün genetik haritası 
 
Bu vektör, küt uçlu PZR ürünlerinin doğrudan klonlanmasında ya da T7 regülasyonuna bağlı ifadesinde 
ve N-6xHis tag füzyon proteini üretiminde kullanılmıştır (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA). 
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Şekil 3.3 pBAD/gIII A, B, C vektörlerinin genetik haritası  
 
pBAD/gIII plazmidler pBR322’den türetilen ifade vektörleridir. Bu çalışmada MarT proteininin 
üretiminin indüksiyonu amacı ile kullanılmıştır (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA). 
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Şekil 3.4 pGEX-4T–2 vektörünün genetik haritası  
 
Bu vektör, GST (glutatiyon-S-transferaz) füzyon proteinlerinin üretimi amacı ile kullanılmıştır (GE 
Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA). 
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3.2 Yöntem 
 
 
3.2.1 Bakterilerden genomik DNA’nın izolasyonu 
 
 

Çalışılan bakteri suşunun 5 mL sıvı kültürü; LB broth ortamına  % 1 oranında 

inokülasyon yapılarak ve 37 °C’de ve 200 rpm çalkalama hızında 12 saat geliştirilerek 

hazırlandı. Bu süre bitiminde 1.5 mL kültür mikrosantrifüj tüplerine alındı ve 12000 

rpm’ de 2 dakika santrifüj edilerek bakteri hücreleri çöktürüldü. Üst sıvı ortamdan 

alındıktan sonra, bakteri çökeltisi 567 µL Tris-EDTA (TE) tampon içerisinde çözüldü. 

Üzerine 30 µL  % 10 sodyum dodezil sülfat (SDS) ve 20 mg/mL proteinaz K (Sigma 

Chem Co., USA) aktarılıp karıştırıldı ve 37 °C’de 1 saat tutuldu. Ortama 100 µL 5 M 

NaCl ilave edilerek karıştırıldı. 80 µL CTAB (Hekzadezil Trimetil Amonyum Bromit) 

/NaCl çözeltisinin ilavesinin ardından, kesik mikropipet uçları kullanılarak, beyaz 

partikül yapısı oluşuncaya kadar iyice karıştırılan tüpler, 65 °C’de 10 dakika tutuldu. Bu 

ortam üzerine 0.75 mL kloroform/izoamil alkol (24/1 hacim/hacim) aktarıldı ve 

karıştırıldı. 12000 rpm’de 5 dk santrifüj edilen ortamda üst faz yeni mikrosantrifüj 

tüplerine alındı. Alınan sıvı faz üzerine 0.75 mL fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1 

hacim/hacim) ilave edildi ve 12000 rpm’de 5 dk santrifüj işlemine tabi tutuldu. Santrifüj 

işlemi sonunda tüplerdeki üst sıvı yeni mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı ve bu sıvının 

üzerine, hacminin 0.6’sı (∼350 µL) oranında izopropanol ilave edildi. Ortam, beyaz 

çökelti oluşuncaya dek, öne arkaya hareket ettirilerek elle karıştırıldı. Çökelti 

oluştuğunda tüpler mikrosantrifüje yerleştirildi ve 12000 rpm’de 5 dk santrifüj işlemi 

yapıldı. Üst sıvı döküldükten sonra çökelti % 70 etanol ile yıkandı (350 µL) ve tekrar 

12000 rpm’ de 5 dk santrifüj işlemine tabi tutuldu. Üst sıvı dikkatli bir şekilde ortamdan 

uzaklaştırıldıktan sonra oda sıcaklığında kromozomal DNA örneği kurutuldu. Son 

aşamada örnek 100 µL TE tampon içerisinde yaklaşık bir saat muamele edilerek 

çözüldü (Ausubel vd. 1994, Sambrook ve Russell 2001). 
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CTAB (Hekzadezil Trimetil Amonyum Bromit) /NaCl Çözeltisinin Hazırlanması 

 

Önce 4.1 g NaCl 80 mL destile su içerisinde çözüldü ve üzerine 10 g CTAB yavaş 

yavaş eklenerek karıştırıldı. CTAB’in çözülmesi için çözelti aralıklarla 65 ºC’ye kadar 

ısıtıldı. Son aşamada toplam çözelti hacmi destile su ile 100 mL’ye tamamlandı. 

 

3.2.2 Plazmid DNA izolasyonu 

 

Büyük ölçek plazmid izolasyonunda kullanılan tüm çözeltiler Qiagen (Valencia, CA, 

USA) firmasından sağlandı ve izolasyon için firma tarafından önerilen koşullar 

kullanıldı.  LB broth’ta geliştirilen (% 1 inokülasyon oranı, 37 ºC inkübasyon sıcaklığı, 

200 rpm çalkalama hızı ve 12 saat inkübasyon süresi) bakteri kültürlerinden 100 mL 

alındı ve 5000 rpm de 10 dakika santrifüj işlemine tabi tutularak, hücreler çöktürüldü. 

Hücre çökeltisi 4 mL P1 tampon içerisinde çözüldü. Üzerine 4 mL P2 tamponu ilave 

edildi, elde 6 kez çevrilerek karıştırıldı ve oda sıcaklığında 5 dk tutuldu. Bu süre 

bitiminde 4 mL P3 tamponu (3.0 M potasyum asetat, pH 5.5) uygulandı ve aynı 

karıştırma işlemine tabi tutularak buz banyosunda 15 dk bekletildi. Buz banyosundan 

alınan tüpler 4 ºC’de 13000 rpm de 30 dk santrifüj edildi (Sorvall RC5C Plus, 

Asheville, NC, USA). Üst sıvı tekrar 4 ºC’de 13000 rpm de 15 dk santrifüj edildi 

(Sorvall RC5C Plus, Asheville, NC, USA).  Burada oluşan üst sıvı, QBT tampon (750 

mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, % 15 hacim/hacim etanol ve % 0.15 hacim/hacim 

tritonX-100) ile dengelenmiş (kolonların dengelenmesi için, kolonlara 4 mL QBT 

tampon konularak tamamen akması beklendi) Qiagen-tip 100 kolonlara (Qiagen, 

Valencia, CA, USA) aktarıldı ve sıvının kolondan geçmesi beklendi.  Bu aşamadan 

sonra kolon iki kez 10’ar mL QC yıkama tamponu (1.0 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 

7.0; % 15 izopropanaol, hacim/hacim) ile yıkandı. Yıkanan kolona 5 mL QF geri 

kazanım tamponu (1.25 M NaCl, 50 mMTris.HCl, pH 8.5; % 15 izopropanaol, 

hacim/hacim)  eklendi ve kolondan DNA alındı. Bu sıvıya 3.5 mL izopropanol ilave 

edildi ve 4 ºC’de 11000 rpm de 30 dk santrifüj işlemi yapıldı. Üst sıvı atıldıktan sonra 

çökelti % 70 etanol ile yıkandı. Yıkanan ortam 4 ºC’de 11000 rpm de 10 dk santrifüj 

edilerek çöktürüldü ve üst sıvı atıldı. Oda sıcaklığında DNA çökeltisi kurutulduktan 
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sonra (∼ 30 dk) 100 µL steril destile su içerisinde çözüldü. DNA örnekleri kullanılana 

dek -20 ºC’de saklandı. 

 

3.2.3 Sodyum dodezil sülfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) 
 
 
Jel plakaları arasına, önce; 6.0 mL akrilamit (% 30)/bisakrilamit (% 8), 3.75 mL 4xTris-

Cl/SDS, pH 8.8, 5.25 mL steril destile su, 50 µL % 10 amonyum persülfat ve 10 µL 

TEMED (N’N’N’N’-Tetra-metiletilendiamin) içeren ayırıcı jel, tarak yerleştirme 

bölgesinin 1 cm altına gelinceye kadar döküldü. Bu jelin üzerine yığma jelin döküleceği 

yere kadar (tarak yerleştirme seviyesi) steril destile su ilave edilerek, polimerizasyonun 

gerçekleşmesi için 30-45 dk beklendi. Polimerizasyonun gerçekleşmesinden sonra su 

akıtıldı ve tarak yerleştirme bölgesi seviyesine kadar; 0.65 mL akrilamit (% 

30)/bisakrilamit (% 8), 1.25 mL  4xTris-Cl/SDS, pH 6.8, 3.05 mL steril destile su, 25 

µL amonyum persülfat ve 5 µL TEMED içeren yığma jel döküldü. Bu aşamada tarak 

yerleştirildi ve yığma jelin polimerizasyonu için 15-20 dk beklendi. Polimerizasyon 

tamamlandığında Tris-Glisin tampon dökülen tanklara jeller yerleştirildi ve taraklar 

çıkarıldı. Tarak çıkarıldıktan sonra 10 µL protein ve protein standart (Biorad 

Laboratories, Hercules, CA, USA) örneği yüklendi ve 100 voltta 1.5 saat elektroforez 

işlemi yapıldı. Örnekler ayırma jeli sonuna geldiğinde elektrik akımı kesildi. Jel tanktan 

çıkarıldı ve Commasie Brilliant Blue boya çözeltisinde boyandı ve ya protein standardı 

(Şekil 3.5) ile birlikte görüntülendi ya da doğrudan Western lekeleme amacı ile 

kullanıldı (Laemmli 1970). 

 

4x Tris-Cl/SDS (pH 8.8) 

Tris 91 g 

Destile Su 300 mL 

pH 8.8 (1 N HCl kullanıldı)  

Destile su ile toplam hacim 500 mL’ye tamamlandı ve 2 g SDS ilave edilip çözüldü. 
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4x Tris-Cl/SDS (pH 6.8) 

Tris 6.05 g 

Destile Su 40 mL 

pH 6.8 (1 N HCl kullanıldı)  

Destile su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlandı ve 0.4 g SDS ilave edilip çözüldü. 

 

% 30 Akrilamit/ % 0.8 N, N’ Bisakrilamit Çözeltisi 

 

30 g akrilamit ve 0.8 g N, N’ Bisakrilamit toplam hacim 100 mL olacak şekilde destile 

su içerisinde çözüldü. Çözelti 0.45 µm por çapındaki membran filtrelerden (Millipore 

Co. Billerica, MA, USA) geçirilerek sterilize edildi. Kullanılana kadar 4 ºC’de 

karanlıkta saklandı.  

 

Tris-Glisin Tamponu (5X) 

Tris 15.1 g 

Glisin 94 g 

SDS (% 10) 50 mL 

Bu karışım 700 mL destile su içerisinde çözüldü ve destile su ile toplam hacim 1000 mL 

ye tamamlandı. 
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Şekil 3.5 Protein büyüklüklerinin saptanmasında kullanılan protein standardının jel göç 

planı (Biorad Laboratories, Hercules, CA, USA) 
 
 
3.2.4 Restriksiyon endonükleaz enzim kesimleri ve agaroz jel elektroforezi 

 
 
Araştırmada kullanılan tüm restriksiyon endonükleaz enzimleri ve bu enzimlere ait 

tampon çözeltiler New England Biolabs (Herts, UK) firmasından sağlanmıştır. Tüm 

kesim reaksiyonları için, bu firma tarafından önerilen ve aşağıda belirtilen reaksiyon 

karışımları kullanılmıştır: 

Restriksiyon Endonükleaz Kesim Reaksiyon Karışımı 

DNA (mini ölçek izolasyon) 10 µL 

Restriksiyon Endonükleaz Enzimi I 1 µL 

Restriksiyon Endonükleaz Enzimi II 1 µL 

Restriksiyon Endonükleaz Tamponu (2X) 2 µL 

Destile su 6 µL 
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Kesim reaksiyonlarında SmaI ve TaqI hariç diğer tüm restriksiyon endonükleaz 

enzimleri için 37 ºC’de 1 saat inkübasyon uygulandı. Bu süreler; SmaI için 25 ºC’de 1 

saat, TaqI için ise 65 ºC’de 1 saat olarak alındı. Farklı inkübasyon sıcaklıkları ve 

sürelerine ihtiyaç duyan restriksiyon endonükleaz enzimleri için ise önce düşük 

sıcaklıkta aktif enzimin ve ardından da yüksek sıcaklıkta aktif enzimin kesim 

reaksiyonları için uygun inkübasyon koşulları oluşturuldu. Büyük ölçek DNA izolasyon 

örnekleri için kesimde 5 µL DNA örneği alındı. Tek restriksiyon endonükleaz enzim 

kesimi kullanıldığı koşullarda destile su miktarı 6 µL olarak kullanıldı. Kesim sonuçları 

1 Kb marker (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kullanılmak suretiyle % 1 

konsantrasyonunda agaroz içeren jellerde kontrol edildi. İzole edilen DNA örnekleri jel 

kuyucuklarına 20’ şer µL yüklendi. Jel göçünün görülebilmesi için DNA örneklerine       

5 µL Orange-G yükleme boyası ilave edildi. Agaroz jel elektroforezi 100 V sabit 

elektrik akımında ve TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponda, 1 saat süreyle yapıldı. 

Elektroforez işlemi sonrasında DNA bantları TAE tampon içerisine 2 µg/mL olacak 

şekilde etidyum bromit (Sigma Chem. Co., USA) ilave edilerek 1 saat süreyle boyandı 

ve UV ışık altında görüntülenerek fotoğrafları alındı (Kodak 200). Moleküler büyüklük 

tespiti DNA standard kullanılarak gerçekleştirildi (Şekil 3.6). 

 

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu (50X) 

Tris.HCl 242   g 

Glasiyel Asetik Asit 57.1 mL 

EDTA (0.5 M) 100   mL 

Destile su ile son hacim1 litreye tamamlandı 
 

Orange-G Yükleme Tamponu 

TAE (50X) 242   g 

Gliserol 57.1 mL 

Orange G 100   mL 

Bidestile Su 36.25 mL 
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İlk olarak bidestile saf su ile gliserolün karıştırıldı. Ardından Orange-G (Sigma Chem. 

Co. USA) ve 50X TAE tampon ilave edildi. Bu ortam tekrar karıştırıldıktan sonra 1 mL 

hacimlere bölündü ve -20 ºC’de saklandı.  

 

 

  
 

Şekil 3.6 Kullanılan  DNA standardının % 1 agaroz jel göç planı (Invitrogene, Carlsbad 
CA, USA) 

 
 

3.2.5 DNA bağlama reaksiyonu (Ligasyon) 

 

PZR ya da agaroz jellerden geri kazanılan DNA parçalarının klonlanması ya da yeni bir 

vektöre aktarılıp tekrar kesilmesi için, bağlanma reaksiyonları yapıldı. DNA 
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parçalarının bağlanma reaksiyonlarında, T4 DNA ligaz  enzimi ve bu enzime  ait 

tampon çözeltileri (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kullanıldı. 

 

DNA Bağlanma Reaksiyonu Karışımı 

Vektör DNA   2 µL 

DNA parçası 6 µL 

DNA seyreltme tamponu 2 µL 

T4 DNA ligaz tamponu (2X) 10 µL 

T4 DNA ligaz 1 µL 

 

Önce vektör DNA, DNA parçası ve DNA seyreltme tamponu, tüp içerisinde karıştırıldı. 

Ardından T4 DNA ligaz tamponu ve son olarak da enzim ilave edildi. Bu karışım 16 

ºC’de 12-16 saat tutularak bağlanma gerçekleştirildi. Eğer T4 Quick DNA ligaz (New 

England Biolabs, Herts, UK ) enzimi kullanılmış ise, reaksiyonda DNA parçaları 8 µL 

olarak alınmış ve DNA seyreltme tamponu ilave edilmemiştir. Bu reaksiyon için 

inkübasyon oda sıcaklığında 5 dk gerçekleştirildi. Oluşturulan vektör son aşamada, 

doğrudan elektroporasyon ya da kimyasal transformasyon yolu ile konak hücrelere 

aktarıldı. 

 

3.2.6 β-galaktozidaz testi 
 
 
Test yapılacak bakteri kültürü, LB broth ortamına % 1 oranında inoküle edildi ve 37 

°C’de 200 rpm çalkalama hızında 12 saat geliştirildi. Negatif kontrol olarak, β-

galaktozidaz aktivitesi içermeyen S. Typhimurium LT2 suşu kullanıldı. Geliştirilen 

hücreler, yeni LB sıvı besiyeri ortamına inoküle edildi (% 1) ve 3 saat yukarıda 

belirtilen inkübasyon koşullarında geliştirildi (OD600 0.4-0.6 arası). Bu kültürler 20 dk 

buz banyosunda bekletildikten sonra, 2 mL kültür 4000 rpm’de 10 dakika (4 °C’de) 

santrifüj işlemine tabi tutuldu. Üst sıvının ortamdan uzaklaştırılmasından sonra hücre 

çökeltisi, buzda soğutulan 2 mL Z tampon içerisinde çözüldü. Hücrelerin optik 

yoğunluğu (OD600), Z tampon çözeltisi şahit olarak kullanılmak suretiyle ölçüldü (UV-
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VIS spectrophotometer, Shimadzu, Japan). Bu ortamdan alınan 0.5 mL hücre 

süspansiyonu, 0.5 mL Z tampon çözeltisi ile seyreltildi. Seyreltilen hücre süspansiyonu 

üzerine 100 µL kloroform ve 50 µL % 0.1 SDS ilave edilerek karıştırıldı. 28 °C su 

banyosunda 5 dakika inkübasyon uygulandı. Reaksiyon, 0.2 mL ONPG (ο-nitrofenil-β-

D-galaktozidaz, 4mg/mL, BioVectra, Price Edward Island, Canada) uygulanıp 

karıştırılarak başlatıldı ve sarı renk oluşuncaya kadar 28 °C su banyosunda bekletildi. 

Reaksiyon, uygun sarı renk oluşuncaya kadar sürdürüldü. Uygun sarı renk oluşumu, bu 

ortamın optik yoğunluğunun OD420 de 0.6-0.9 arasına ulaşması ile değerlendirildi. Sarı 

renk oluşumu saptandıktan sonra (genellikle 1-2 saat arasında) 0.5 mL, 1 M Na2C03 

ilavesi ile reaksiyon durduruldu. Bu ortamlardan alınan 1’er mL hacimler, 

mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı ve 12000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek, 

kloroform ve hücre çökeltisi ortamdan uzaklaştırıldı. Her bir tüpte üst sıvının optik 

yoğunluğu 420 nm ve 550 nm dalga boylarında ölçüldü. β-galaktozidaz aktivitesi 

aşağıdaki formül kullanılarak saptandı: 

 

Miller Ünitesi= 1000X{(OD420-1.75OD550}/(T X V X OD600) 

 

* OD420 ve OD550: Reaksiyon karışımlarının optik yoğunluğu 

* OD600: Yıkanan hücre süspansiyonlarının hücre yoğunluğu 

T= Dakika olarak reaksiyon zamanları 

V= Deneyde kullanılan kültürün mL olarak hacmi  

Laktoz operonunun tam indüksiyonunda 1500 ünite, indüklenmemiş laktoz operonu için 

ise 1.5–3 unite arası β-galaktozidaz aktivite ölçümleri tipiktir  (Miller 1972, Griffith ve 

Wolf 2002). 

 

Z Tampon Çözeltisi 

Na2HPO4 .7H2O 0.80 g 

NaH2HPO4 .H2O 0.28 g 

KCl (1 M) 1 mL 

MgSO4 (1M) 0.05 mL 

β-merkaptoetanol (0.05 M) 0.135 mL 
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Ortama, hacim 40 mL’ ye ulaşıncaya kadar destile su ilave edildi ve tüm tuzlar çözüldü. 

Ortam pH’sı, 2N HCl kullanılarak, 7.0 olacak şekilde ayarlandı. Destile su ilavesi ile 

toplam hacim 50 mL’ ye çıkarıldı. 0.45 µm membran filtreden (Sartorius, Germany)  

geçirilmek suretiyle sterilize edildi. Hazırlanan çözelti 4 °C’de saklandı. 

ONPG (ο-nitrofenil-β-D-galaktozidaz) Çözeltisi 

 

ONPG                                                 0.004 g 

Fosfat tampon 1 mL 

 

Fosfat Tampon Çözeltisi 

 

Na2HPO4 . 7H2O                                1.61 g 

NaH2HPO4 . H2O                               0.55 g 

Destile su                                           100 mL 

 

Ortam pH’sı, 2N HCl kullanılarak, 7.0 olacak şekilde ayarlandı ve 0.45 µm membran 

filtreden (Sartorius, Germany) geçirilmek suretiyle sterilize edildi. Hazırlanan çözelti     

4 °C’de saklandı. 

 

3.2.7 marT geninin pBAD/gIIIA vektörüne klonlanması 
 
 
Aktivite kontrol testleri için marT geni,  pBAD/gIIIA vektörü kullanılmak suretiyle      

E. coli’nin indüklenebilir arabinoz BAD promotorunun önüne klonlandı. Bu klonlamada 

iki strateji kullanıldı:  

 

İlk stratejide marT geni kendi ribozom bağlanma bölgesi, başlama ve sonlanma 

kodonlarını içerecek primerler kullanılarak klonlandı. Bu primerler, SacI (ileri primer: 

5’GGAGCTCGGGGACAATCCATGTCCTGCTACG 3’) ve PstI (geri primer, 

5’GCTGCAGTTACCCATGTGTCACCCCGCGG 3’, 867 baz çiftlik PZR ürünü) 

kesim bölgeleri içerecek şekilde düzenlendi.  
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İkinci stratejide primer seti başlama ve bitiş kodonları içermeyecek şekilde düzenlendi. 

Burada amaç, pBAD vektöründe bulunan başlama, ribozom bağlanma ve sonlanma 

kodonlarını kullanmaktı. pBAD vektörünün klonlama bölgesinin sonunda (arabinoz 

BAD geninin sonu) altı adet histidin kodonu (6xhis tag) bulunmaktadır. PZR ürünü 

sonlanma kodonu içermediğinden, pBAD vektörünün içerdigi bu altı adet histidin 

bölgesi de, klonlanan genin ürününe (MarT proteinine) ilave edilir. Bu sayede MarT-his 

(histidin işaretli MarT proteini) üretilir. Bu tip protein üretimi için düzenlenen 

primerler, SacI (ileri primer: 5’ GGAGCTCTCCTGCTACGCAGCCACAGCATC3’) 

ve PstI (geri primer: 5’GCTGCAGCCCATGTGTCACCCCGCGG3’, 856 baz çiftlik 

PZR ürünü) restriksiyon endonükleaz kesim bölgesi içermektedir. Primer dizaynı için 

MacVector (Accelryrs Software Inc., San Diego, CA, USA) programı kullanılmış ve 

tüm primerler, Operon Technologies (Huntsville, AL, USA) firması tarafindan 

üretilmiştir. Bu primerler kullanılarak elde edilen PZR ürünleri, TopoTA klonlama 

kitinden yararlanılarak (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) PCR 2.1 vektörüne klonlandı. 

Üretici firma önerileri doğrultusunda yapılan klonlamada kısaca aşağıda belirtilen 

aşamalar ve koşullar kullanıldı; 2 µL saflaştırılmış PZR ürünü, 2 µL steril destile su, 1 

µL tuz çözeltisi ve 1 µL PCR 2.1 vektörü bir mikrosantrifüj tüpünde karıştırıldı. Bu 

ortam oda sıcaklığında 5 dk tutuldu. Bu aşamadan sonra söz konusu karışım, 50 µL     

E. coli Top10 hücreleri (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA) üzerine aktarıldı. Buz 

üzerinde 30 dk tutulan hücre ortamı, 30 sn 42 °C’de ısı şokuna maruz bırakıldı ve 

üzerine 500 µL LB broth ilave edildi. Bu ortam 37 °C’de 1 saat karıştırılarak (200 rpm) 

inkübasyona tabi tutuldu. İnkübasyon süresi bitiminde bu karışım, X-gal (30 mg/L) 

içeren LB agar ortamlarına 200 µL olacak şekilde ilave edildi. 37 °C’de 1 gece 

inkübasyondan sonra, beyaz koloniler (PCR 2.1 vektörüne klonlanan gen, β-

galaktozidaz genini inaktive etmektedir), öze ile kanamisin içeren LB broth ortamlarına 

alındı ve 37 °C’de 1 gece, 200 rpm çalkalama hızında geliştirildi. Bu geliştirilen 

hücrelerden plazmid izolasyonu, plazmid izolasyon kiti kullanılarak (Qiagen, Valencia, 

CA, USA) gerçekleştirildi. İzole edilen plazmidlerin ilave fragmenti (PZR ürününü) 

içerip içermediği, PstI-SacI restriksiyon endonükleaz kesim reaksiyonu kullanılarak 

kontrol edildi. Bu reaksiyonda 10 µL plazmid DNA, 2 µL tampon I, 1 µL PstI ve 1 µL 

SacI karışımı kullanıldı. Karışım 37 °C’de 1 saat inkübe edildi ve oluşan fragmentler  % 

1 konsantrasyonda hazırlanan agaroz jel sistemine uygulanarak tanımlandı (867 ve 856 
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baz çifti büyüklükler esas alındı). Doğru klonlardan, deneyin daha ileri aşamalarında 

kullanılmak üzere stoklar hazırlandı.  

 

Deneyin bir sonraki aşamasında; pBAD/gIIIA vektörü içeren E. coli DH5α suşu, 50 mL 

LB broth ortamında 1 gece geliştirildi (200 rpm, 37 °C). Bu kültürlerden, büyük ölçek 

plazmid izolasyonu yöntemi ile (Qiagen-tip 100 kit, Qiagen, Valencia, CA, USA) 

hazırlanan pBAD/gIIIA plazmid örnekleri, yukarıda tanımlanan şekilde, PstI-SacI 

restriksiyon endonükleaz enzimleri ile kesildi. PCR 2.1 vektörüne klonlanan 

fragmentler de aynı şekilde kesildikten sonra; düzlemsel hale gelen PBAD/gIIIA 

vektörleri ve fragmentler, agaroz jelden geri kazanıldı. Son aşamada fragmentler 

düzlemsel pBAD/gIIIA vektörüne bağlandı (Sambrook ve Russell 2001). Doğru 

klonlardan, deneyin daha ileri aşamalarında kullanılmak üzere stoklar hazırlandı.  

 

Doğru fragmentleri içeren plazmidler (her iki strateji için oluşturulan birer rekombinant 

plazmid), kontrol edilen kolonilerden izole edildikten sonra, elektrokompotent               

S. Typhimurium LT2 hücrelerine, elektroporasyon yolu ile aktarıldı. Transformasyona 

tabi tutulan ortamlar, 200 µL’lik hacimler halinde karbenisilin (100 µg/mL) içeren LB 

agar ortamlarına aktarıldı ve 37 °C’de 1 gece inkübe edildi. İki farklı plazmid 

transformasyonu için, seçilen birer koloninin 1 gecelik kültürü; karbenisilin (100 

µg/mL) içeren LB broth ortamına aktarıldı ve 37 °C’de, 200 rpm çalkalama hızında, 

OD600 = 0.5 oluncaya kadar (∼ 2–3 saat) geliştirildi. Bu süre sonunda farklı oranlarda 

arabinoz (% 0.2, 0.02, 0.002, 0.0002, 0.00002 ağırlık/hacim, Çizelge 3.1) hücre kültür 

ortamlarına aktarıldı. Kültürler aynı koşullarda, ilave 3 saat daha geliştirildi. Bu 

ortamlardan alınan 100 µL örnekler, 100 µL 2XSDS yükleme tamponu ile karıştırıldı ve 

10 µL hacimler SDS-PAGE sisteminde yürütüldü. Naylon membranlara aktarılan jel 

bantları, Western lekelemeye tabi tutularak MisL protein üretim değişimleri belirlendi. 

MisL üretim düzeyleri ayrıca, β-galaktozidaz testi ile de kontrol edildi.  Böylece bu 

rekombinant plazmidde marT geni ürününün MisL üretimini indükleyip indüklemediği,  

Western lekeleme analizleri yanında, β-galaktozidaz aktiviteleri de ölçülerek belirlendi 

(Dorsey vd. 2005). 
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Çizelge 3.1 Arabinoz konsantrasyonlarının hazırlanmasında kullanılan stok çözeltiler 

Stok Çözelti 5 mL’ ye  

Aktarılan Miktar 

Arabinoz  

Konsantrasyonu 

% 20 0.05 mL % 0.2 

% 2 0.05 mL % 0.02 

% 0.2 0.05 mL % 0.002 

% 0.02 0.05 mL % 0.0002 

% 0.002 0.05 mL % 0.00002 

 
 
3.2.8 Western lekeleme (blotting) 
 
 
Protein belirlemede yarı sulu Western lekeleme yöntemi kullanıldı. Bu işlem için, önce 

SDS-PAGE jeli boyutunda kesilen Immobilon-P (PVDF) membran (Millipore Co., 

Billerica, MA, USA) metanol içerisine konarak 5 dk oda sıcaklığında karıştırma işlemi 

uygulandı. Bundan sonra 4 kez 5’ er dk’ lık sürelerle bidestile steril saf su ile  

karıştırılarak yıkandı. Transfer tampon çözeltisi (20 mL 5X Tris-Glisin Tamponu, 20 

mM Metanol, 6mL Bidestile Saf Su) ile yıkanan Whatman kağıdı (Whatman 3MM 

Cellulose Paper, Whatman International Ltd., Maidstone, England)  Biorad (Trans-Blot 

SD, Semi-Dry Cell) transfer hücresi (Biorad Lab. Inc., Richmond, CA, USA) alt 

yüzeyine konuldu. Aynı tampon içerisinde yıkanan membran, bu Whatman kağıdı 

üzerine yerleştirildi ve üzerine, protein yürütülen jel kondu. Cam bir pipet, jel üzerinde 

hafif bir şekilde yuvarlanarak hava kabarcıkları alındı ve en üst kısıma, transfer tampon 

çözeltisi içerisinde ıslatılan 3 parça Whatman kağıdı (Whatman 3MM Cellulose Paper, 

Whatman International Ltd., Maidstone, England) yerleştirildi. Transfer hücresinin üst 

kapağı kapatıldıktan sonra, 60 dk süresince sabit elektrik akımı (konulan jel başına 150 

mA ve en fazla 15 Volt) uygulandı. Transfer işleminden sonra membran, 100 mL blok 

tampon çözeltisine (25 g yağsız süt tozu, 250 µL Tween–20, 500 mL PBS, pH 7.4) ve 

karıştırıcı üzerinde 1 saat ya da 1 gece (12 saat) inkübasyona tabi tutuldu. 1 saatlik 

inkübasyonlar oda sıcaklığında, 1 gecelik inkübasyonlar 4°C’de ve blok tampon 

çözeltisine % 0.1 oranında sodyum azid ilave edilerek gerçekleştirildi. Ardından 

membran, 50 mL blok tampon çözeltisi içerisine 50 µL primer antibadi çözeltisi ile 

muamele edildi ve oda sıcaklığında 1 saat yavaş bir şekilde karıştırılarak inkübasyona 



 44

tabi tutuldu. Primer antibadi uygulaması bitiminde membran, her seferinde blok tampon 

içerisinde 5 dk süresince karıştırılarak (oda sıcaklığında) 3 kez yıkandı. Buradan alınan 

membran, ikinci antibadi çözeltisini (50 mL blok tampon çözeltisi içerisine 2.5 µL 

ikinci antibadi konularak hazırlandı) içeren plastik kaba aktarıldı ve aynı koşullarda 1 

saat daha tutuldu. İkinci antibadi uygulanan membran, 3 kez blok tampon ve 3 kez de 

steril PBS çözeltisi kullanılarak son yıkama işleminden geçirildi (membran sistemleri 

yeni işlem için plastik kaplara transfer edilmeden önce,  bu kaplar daima % 70 etanol ile 

temizlendi). Buradan alınarak koruyucu strece yerleştirilen transfer membranı üzerine 

Biorad Immune-Star substratı uygulandı ve 1 dk oda sıcaklığında bekletildi ve süre 

bitiminde substrat akıtıldı. Membran naylon koruyucu içerisine alındı ve transfer yüzeyi 

film ile temas edecek şekilde X-Ray film (Kodak Biomax MS film; Kodak Health 

Imaging, Chelon, France) içeren kasete (Spectronics Co., Wetsbury, New York, USA) 

yerleştirildi. Gelişim için farklı sürelerde bekletilen filmler, developer’a  (X-Ray 

Developer LX-24, Eastman Kodak Co., New York, USA) yerleştirildi ve lekeler 

tanımlandı (Harlow ve Lane 1999).  

 

5XTris-Glisin Tampon Çözeltisi 

Tris 15.1 g 

Glisin 94.0 g 

SDS (% 10) 50 mL 

Bu içerikler 700 mL saf su içerisinde çözüldükten sonra toplam hacim 1 litreye 

tamamlandı. 

 

3.2.9 İmmün elektron mikroskopi 

 

Düşük tuz konsantrasyonu içeren 4 mL LB broth ortamına S. Typhimurium NA23 suşu 

inoküle edildikten sonra optik yoğunluk (OD600) 0.5 düzeyine ulaşıncaya kadar 37 

°C’de inkübasyona tabi tutuldu. Kültürler daha sonra ortama, son konsantrasyonu         

% 0.02 olacak şekilde L-arabinoz ilave edilerek 3 saat daha inkübe edildi. MisL 

ototransporter üretiminin teşvikini esas alan bu uygulamadan sonra, anti-MisL 
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antiserumu kullanılarak, söz konusu proteinin hücre yüzeyindeki lokasyonu immün 

elektron mikroskopi yöntemiyle belirlendi. 

 

İmmün altın işaretleme aşamasının ilk basamağında, fosfat ile tamponlanmış peptonlu 

su ile iki kez yıkanan bakteri süspansiyonu, 10 µL olacak şekilde elektron mikroskop 

gridlerine aktarıldı ve 2 dakika oda sıcaklığında tutuldu. Grid üzerindeki fazla 

süspansiyon akıtıldıktan sonra, üzerine  % 1 oranında sığır serum albumini içeren fosfat 

ile tamponlanmış peptonlu su içerisinde 1/250 oranında seyreltilen MisL antibadi 

çözeltisinden 10 µL ilave edildi.  Bu ortam oda sıcaklığında 20 dakika tutuldu ve bu 

süre sonunda gridler  % 1 oranında sığır serum albumini içeren fosfat ile tamponlanmış 

peptonlu su (PBS) ile 1 dk yıkandı. Yıkama işlemi tamamlandıktan sonra,  % 1 oranında 

sığır serum albumini içeren PBS içerisinde 1/20 oranında seyreltilen altın işaretli ikincil 

antibadi (Gold Labelled AntiGoat IgG, Sigma Chem Co. USA) 10 µL olacak şekilde 

ilave edildi ve tekrar 20 dakika oda sıcaklığında tutuldu. Son aşamada gridler, % 1 

oranında sığır serum albumini içeren PBS ile 1 dk yıkandı ve oda sıcaklığında tutularak 

kurutuldu. Elektron mikroskopik fotoğraflar Philips CM 120-A elektron mikroskobu 

kullanılarak alındı (Dorsey vd. 2005, Chessa vd. 2008a).  

 

3.2.10 Salmonella Typhimurium 14028 suşunda marT geninin ifadesi 

 

3.2.10.1 marT geninin PZR ile çoğaltılması 

 

İlk olarak Luria Bertani (LB) broth besi ortamında 18 saat süre ile 37 °C’de 200 rpm 

çalkalama hızında geliştirilen S. Typhimurium ATCC14028 suşundan GenElute 

bakteriyel genomik DNA kiti (NA2120, Sigma Chem. Co., USA) kullanılarak, üretici 

firmanın önerdiği protokole göre genomik DNA izolasyonu gerçekleştirildi. 

 

Sigma GenElute Bakterial Genomik DNA Kiti İzolasyon Protokolü: 

 

1. 18 saat süre ile 37 °C’de 200 rpm çalkalama hızında geliştirilen S. Typhimurium 

ATCC14028 suşundan 1.5 mL alınarak steril mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı ve 

14000 rpm’de 2 dk süre ile santrifüj işlemi uygulandı. Üst sıvı ortamdan 
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uzaklaştırıldıktan sonra, elde edilecek genomik DNA miktarının arttırılması amacı 

ile çökelti üzerine aktif kültürden 1 mL daha ilave edilerek aynı hız ve zamanda 

santrifüj işlemi yapıldı. 

2. Çökelti 180 µL Liziz çözeltisi (B 6678) içerisinde çözüldü. Süspansiyon üzerine 

20 µL RNaz A  (R 1648) eklendi, karıştırıldı ve 2 dk oda sıcaklığında inkübe 

edildi. 

3. İnkübasyon süresi tamamlandıktan sonra, karışıma 20 µL proteinaz K (20 mg/mL) 

eklenip karıştırıldı ve 30 dk 55 °C’de inkübe edildi. 

4. Hücrelerin parçalanması için, karışım üzerine 200 µL Liziz C çözeltisi (B 8803) 

ilave edildi, 15 sn karıştırıldı ve 10 dk 55 °C’de inkübasyona tabi tutuldu. 

5. İnkübasyon sırasında GenElute Miniprep bağlanma kolonlarının çalışmaya hazır 

hale getirilmesi amacı ile her kolona 500 µL kolon hazırlık çözeltisi aktarıldı ve 

kolonlar 2 mL hacminde mikrosantrifüj tüpleri içerisine yerleştirildi. 12000 

rpm’de 1 dk santrifüj basamağından sonra, mikrosantrifüj tüplerine süzülen sıvı 

uzaklaştırıldı. 

6. Hücreleri içeren çözelti üzerine 200 µL % 100’lük etanol eklenerek 10 sn 

süresince karıştırıldı. 

7. Hücreleri içeren çözeltinin tamamı, daha önceden hazırlanan kolonlara aktarıldı ve 

7000 rpm’de 1 dk santrifüj işlemi uygulandı. Kolonlar 2 mL’lik yeni 

mikrosantrifüj tüplerine transfer edildi. 

8. Kolonlar üzerine 500 µL Yıkama çözeltisi O (Wash Solution O, W 0263) aktarıldı 

ve 7000 rpm’de 1 dk santrifüj uygulandıktan sonra, kolonlar 2 mL hacminde 

başka bir mikrosantrifüj tüpüne transfer edildi. 

9. Konsantre yıkama çözeltisinin (B 6553) etanol kullanılarak seyreltilmesi sonucu 

hazırlanan çözeltiden 500’er µL kolonlara aktarıldı ve 14000 rpm’de 1 dk 

süresince santrifüj edildi. Etanol kalıntısının gözlenmesi durumunda santrifüj 

tekrarlandı ve kolonlar temiz 2 mL’lik mikrosantrifüj tüplerine yerleştirildi. 

10. 200 µL, 1mM Tris (pH 8) kolonların merkezine aktarıldı, 5 dk oda sıcaklığında 

bekletildi ve 7000 rpm’de 1 dk süresince santrifüj işlemine tabi tutuldu. 

11. Aynı işlem 100 µL 1mM Tris (pH 8) ilavesi ile tekrar edilerek, toplam hacimde  

300 µL genomik DNA çözeltisi elde edildi. 
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marT geninin çoğaltılmasında kullanılacak primerlere eklenen restriksiyon endonükleaz 

tanıma serilerinin hangi enzime ait olacağının belirlenmesinde, enzimin çoğaltılacak gen 

içersinde kesim bölgesi içermemesi ve aynı enzimlerin, kullanılacak olan pBAD24 

vektörünün klonlama bölgesinde de kesim yapmasına dikkat edildi. Restriksiyon 

endonükleaz enzimlerinin hedef gen içerisinde kesim bölgesinin olup olmadığının 

araştırılmasında Webcutter 2.0 (http://bio.lundberg.gu.se/cutter2/) programından 

yararlanıldı ve EcoRI ve PstI restriksiyon endonükleaz enzimlerinin bu çalışma için 

uygun olduğu sonucuna varıldı.  

 

marT geninin tamamının çoğaltılması amacına göre tasarlanan pimerler kullanılarak 

gerçekleştirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) koşulları: 94 °C’de 2 dk, 30 döngü: 

94 °C’de 15 sn, 49 °C’de 30 sn, 72 °C’de 1dk ve son basamak olarak 72 °C’de 5 dk 

olarak belirlendi.  

 

3.2.10.2 Elektrokompetent hücrelerin hazırlanması  

 

% 1 inokülasyon oranı ile LB broth ortamına (2 mL) aktarılan Salmonella suşları, 37 

°C’de ve 200 rpm çalkalama hızında 12 saat geliştirildi. Buradan 1 mL alınarak 100 mL 

LB ortamına ekim yapıldı ve OD600 0.4-0.6 oranına ulaşıncaya kadar (yaklaşık 3 saat) 

37 °C’de ve 200 rpm çalkalama hızında inkübasyona tabi tutuldu. Bu zaman zarfında % 

10 gliserol çözeltisi buz banyosunda soğutuldu. Hücreler 5000 rpm’de 10 dk santrifüj 

edilerek (+4 °C) çöktürüldü. Çöktürülen hücreler, buz banyosunda soğutulmuş steril 

destile su içerisinde (50 mL) çözüldü. Bu ortam tekrar 5000 rpm’de 10 dk santrifüj 

edilerek (+4 °C) çöktürüldü ve 25 mL buz banyosunda soğutulmuş steril destile su 

içerisinde çözüldü. Hücre süspansiyonu son santrifüj işleminin ardından   (5000 rpm, +4 

°C, 10 dk) 400 µL soğuk % 10 gliserol içerisinde çözüldü. Buz banyosunda 30 dk 

bekletilen bu ortam, daha sonra 50 µL’ lik hacimlere bölündü ve tüpler -80 °C’de 

saklandı (Dagert ve Erlich 1979,  Nishumura vd. 1990). 
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3.2.10.3 Elektroporasyon 

 

Plazmid ya da vektör DNA (>3 µg, <10 µg) örneği, 50 µL elektrokompetent hücre ile 

karıştırıldı. Bu karışım daha önce buz banyosunda soğutulmuş elektroporasyon (Bio-

Rad Gene Pulser, Hercules, CA, USA) küvetlerine (0.2 cm) aktarıldı. Elektroporasyon 

25 µFd, 2.5 K volt ve 200 ohm koşullarında sabit zamanlı olarak (tek vuruş) 

gerçekleştirildi. Bu işlem sonunda hücreler 1 mL SOC (% 0.5 maya özütü, % 2.0 

tripton, 10 mM NaCl, 2.5mM KCl, 10 mM MgCl2, 20 mM MgSO4, 20 mM glukoz, 

Teknova, Hollister, CA, USA) ortamına alındı ve 37 °C’de 1 saat bekletildi (hücreler T7 

polimeraz içeriyor ise, sıcaklık 30 °C olarak değiştirildi). Hücreler 9000 rpm’de 5 dk 

santrifüj edilerek çöktürüldü ve seçim ortamında elekrotransformantlar seçildi 

(Nishumura vd.  1990). 

 

3.2.10.4 Arabinoz varlığında marT üretiminin teşviki, RNA izolasyonu ve cDNA 
üretimi 

 

Uygun antibiyotikleri içeren LB broth ortamlarında 37 °C’de 1 gece geliştirilen 

MZ1627 (S. Typhimurium ∆marT+pNA01) ve MZ1629 (S. Typhimurium 

∆marT+pBAD24) suşları, uygun antibiyotikler ilave edilmiş 200 mL LB broth besi 

ortamına % 1 oranında inoküle edildi. 200 rpm çalkalama hızında, 37 °C’de OD600=0.5 

düzeyine kadar geliştirilen kültür ortamlarına, marT geninin ifadesi için optimum düzey 

olarak belirlenen % 0.02 oranında L-arabinoz eklendi ve inkübasyona devam edildi. 

Arabinoz ilavesinden 20 dakika, 1 saat ve 5 saat sonra 25’er mL örnekler alınarak, 

üzerlerine 5 mL buzda soğutulmuş % 5 asidik fenol / % 95 EtOH çözeltisinde ilave 

edildi ve 5000 rpm’de, 4 °C’de, 20 dk süresince santrifüj işlemi uygulandı. Santrifüj 

sonrasında elde edilen hücre çökeltisi, 1 mL TE tampon (pH 7.5) ile yıkandı ve 

çökeltiler kullanılana dek -80 °C’de muhafaza edildi. 

 

Arabinoz indüksiyonu uygulanan bakteri çökeltileri, bir sonraki basamakta RNA 

izolasyonunda kullanıldı. RNA izolasyonu için Promega SV total RNA izolasyon 

kitinden (Promega Co. Madison, USA, Cat No. NZ3100) yararlanıldı. Elde edilen RNA 

örnekleri % 1.5 oranında agaroz içeren jelde yürütüldü ve UV ışık altında görüntülendi. 

 



 49

Promega SV total RNA izolasyon Kiti Protokolü: 

 

1) -80 °C’de muhafaza edilen bakteri çökeltileri, taze hazırlanan ve 50 mg/mL 

oranında lizozim içeren  200 µL TE tampon içerisinde çözüldü ve oda sıcaklığında 

5 dk inkübasyona bırakıldı. 

2) Karışım üzerine 150 µL SV RNA liziz tamponu ve 700 µL RNA dilüsyon 

tamponu  aktarılarak, iyice karışması sağlandı. Bu karışım 70 °C’de 3 dakika 

inkübasyona tabi tutuldu. 

3) Karışıma,  400 µL % 95’lik EtOH eklenerek 3-4 defa pipetlendi ve 14,000 rpm’de  

10 dk süresince santrifüj işlemi uygulandı.  

4) Karışım Spin kolon sistemine aktarılarak 14,000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi.  

5) Tüp içerisine geçen sıvı uzaklaştırıldıktan sonra, membran üzerine 600 µL SV 

RNA yıkama çözeltisi aktarılarak 14,000 rpm’de 1 dk santrifüj işlemi uygulandı. 

6) Bu basamaklar uygulanırken bir taraftan DNaz inkübasyon karışımı hazırlandı: 

reaksiyon başına 40 µL merkez tamponu + 5 µL 0.09M MnCl2 + 5 µL DNaz I 

enzimi olacak şekilde karışım hazırlanarak pipet aracılığı ile karıştırıldı. 

7) Her membran üzerine 50 µL DNaz inkübasyon karışımı aktarılarak 15 dk boyunca 

oda sıcaklığında bekletildi. 

8) İnkübasyon süresi tamamlandığında membran üzerine 200 µL SV DNaz durdurma 

çözeltisi aktarıldı  ve 14,000 rpm’de  1 dk santrifüj uygulandı. 

9) Süzülen  sıvı uzaklaştırıldı ve membran üzerine 600 µL SV RNA çözeltisi transfer 

edilerek 14,000 rpm’de 1 dk santrifüj edildi.  

10) Tüp içerisinde biriken sıvı atıldıktan sonra, membrana 250 µL SV RNA yıkama 

çözeltisi aktarılarak 14000 rpm’de 2 dk santrifüj işlemi uygulandı. 

11) Kolonun yeni bir mikrosantrifüj tüpüne transferinin ardından, membrana 100 µL 

nükleaz içermeyen destile su aktarıldı ve 1-5 dk beklendi. Ardından 14,000 

rpm’de 1 dk süresince santrifüj işlemi gerçekleştirildi. Son aşamada RNA 

örneğinin konsantrasyonu nanodrop yardımı ile belirlendi ve kullanılacağı zamana 

dek -80  °C’de muhafaza edildi. 

 

Elde edilen RNA örnekleri, daha sonra Q-PZR denemesinde yararlanılacak olan cDNA 

sentezinde kullanıldı. RNA örneklerinden cDNA sentezinde Superscript II RT cDNA 
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sentez kitinden (Invitrogene, Carlsbad CA, USA) yararlanıldı. RNA örneklerinden 

cDNA sentezinin gerçekleşip gerçekleşmediği, % 2 oranında agaroz içeren jeller ile 

kontrol edildikten sonra Q-PZR basamağına geçildi. 

 

Superscript II RT cDNA sentez protokolü: 

 

Toplam reaksiyon hacmi 1ng-5µg RNA içerecek şekilde 20 µL olmalıdır. 

1. Aşağıda belirtilen bileşenler nükleaz içermeyen bir tüp içerisinde karıştırıldı : 

Oligo (dt) (500µg/mL) ya da 50-250 ng rastgele primer...........1 µL 

1ng-5 µg RNA...........................................................................x µL 

1 µL dNTP karışımı (her biri 10mM)........................................1 µL 

Steril destile su..........................................................................son hacim 

         12 µL olacak şekilde ilave edildi. 

2. Karışım 65 °C’de 5 dk inkübe edildikten sonra buz üstünde soğutuldu. Karışım 

üzerine: 

5X First strand tamponu...............................................................4 µL 

0.1M DTT.....................................................................................2 µL 

RNase OUT (40 ünite/µL)............................................................1 µL ilave edildi 

3. Tüpün içeriği yavaş bir şekilde karıştırıldı (rastgele primerler kullanılıyor ise       

25 °C’de 2 dk inkübasyon basamağı uygulanır). 

4. İnkübasyon sonrasında örnek üzerine 1 µL (200 ünite) SuperScript II RT ilave 

edildi ve pipet kullanılarak karıştırıldı (eğer 1µg’dan daha az miktarda RNA 

kullanılmış ise SuperScript II RT miktarı 0.25 µL’ye düşürülebilir. Son hacim 20 

µL’ye tamamlanmalıdır). 

5. 42 °C’de 50 dk inkübasyona tabi tutuldu. 

6.  Reaksiyon 70 °C’de 15 dk ısıl işlem uygulaması sonucu durduruldu. 

 

 

3.2.11 Q-PCR yöntemi ile mikrodizin çalışması için en uygun zaman dilliminin 
belirlenmesi 

 

Yürüttüğümüz çalışma sırasında  kurgulanan denemede amaç, mikrodizin sistemleri 

kullanılarak, pBAD24 plazmidine akratılan marT geninin ifade düzeyinin, gelişme 
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ortamına arabinoz ilavesi ile değişiminin belirlenmesidir. Böylece misL regülasyonun 

yanı sıra, marT ifadesindeki artışa bağlı olarak hücrede ifade düzeyi değişen diğer 

genlerin belirlenmesi mümkün olacaktır.  

 

Bu denemenin başlatılması için öncelikle MarT  ve dolayısı ile misL üretiminin en 

uygun olduğu zaman diliminin belirlenmesi işlemi gerçekleştirildi. marT ve misL 

genlerine özgü primerler dizayn edildikten sonra, marT ve misL genlerinin optimum 

üretim zamanları tanımlandı.  Primer dizileri sırası ile: misL ileri primer: 5’ 

TACTCACGGCGCGAATACT3’,geri primer: 5’ACGTAAATATTGGCCGATCC3’; 

marT ileri primer: 5’ATACACCACCATGCCGTCTT3’, geri primer: 

5’AATCGCCTGGCTTCATTATC3’ kontrol olarak kullanılan gapA ileri primer: 

5’GGAACGCCATACCAGTCAG3’, geri primer: 5’AACCCAGAAAACCGTTGAC3’ 

olarak belirlendi. PZR karışımı son konsantrasyonu 200 ng olacak şekilde cDNA, ileri 

ve geri primerler ve 2X Q-PZR Supermix BioPioneer karıştırılarak hazırlandı. 

Reaksiyon koşulları:  95 °C’de 15 dk, 40 döngü boyunca 95 °C’de 15 sn, 55 °C’de 1 dk 

ve 72 °C’de 30 sn olarak uygulandı. Q-PCR sonucunda elde edilen ürün miktarı 

hesaplanmak suretiyle mikrodizin denemelerinde kullanılacak en uygun zaman aralığı 

belirlendi (Tükel vd. 2007). 

 

3.2.12 Mikrodizin denemeleri 

 

3.2.12.1 RNA örneklerinin işaretlenmesi ve mikrodizin denemesine hazırlanması 

 

Q-PCR çalışması sonucunda belirlenen zaman dilimlerine ait RNA örnekleri mikrodizin 

slaytlarına uygulamadan önce, farklı renkte ışıma yapan 2 boya ile işaretlendi. Bu amaç 

için GE Healtcare (Buckinghamshire, UK) firmasından sağlanan Cy5TM-5 dCTP 

(PA55021) ve Cy3TM-3 dCTP (PA53021) boyaları kullanıldı. Bu boyalar ışığa karşı 

hassas olduğu için RNA işaretlemesi işleminin karanlık bir ortamda gerçekleştirilmesine 

dikkat edildi. Çalışmamız sırasında, işaretlenecek RNA konsantrasyonu 30 µg olarak 

belirlendi ve istenilen konsantrasyondaki RNA ile işaretleme çalışmaları 

gerçekleştirildi. Bu denemede çalışılacak örnek çiftleri aşağıda verildiği gibi 

düzenlendi: 



 52

 

Örnek adı İşaretlendiği boya 

MZ1627 20 min 

MZ1629 20 min 

Cy3   

Cy5 

MZ1627 1s 

MZ1629 1s 

Cy5 

Cy3 

 

 

RNA örneklerinin işaretlenmesi 

 

1. Son konsantrayon 30 µg olacak şekilde alınan RNA örnekleri, son hacim 28-30 

µL olana dek vakum santrifüj sisteminde kurutuldu.  

2.  RNA örneği üzerine 2 µL rastgele hekzamer N6 (2 µg/µL) eklendi ve pipet 

kullanılarak karıştırıldı. 

3. 70 °C’de 10 dk süresince inkübe edilen örnekler daha sonra buz üzerinde 

soğumaya bırakıldı. 

4. Taze olarak hazırlanan ana karışımdan 26 µL her bir örnek üzerine aktarıldı  ve 

hassas bir şekilde  karıştırıldı. 

Ana Karışım 

0.1 M DTT 6 µL 

1. zincir tamponu 12 µL 

1.2 µL nükleotit karışımı  1.2 µL (25 mM dATP, dTTP, dGTP/ 10mM 
dCTP) 

Superscript II (RT) 4 µL 

RNazin (RNaz inhibitör) 2 µL 

Nükleaz içermeyen su 0.8 µL 

Toplam hacim 26 µL 
 

5. Örnekler üzerine işaretlenecekleri boyalardan 4 µL aktarıldı ve 42 °C’de 60 dk 

inkübasyona bırakıldı. Bu basamaktan itibaren örneklerin ışıktan korunmalarına 

özen gösterildi. Deneme sırasında kontrol olarak kullanılacak örnek Cy5-dCTP, 

deneme örneği ise Cy3-dCTP ile işaretlendi. 
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6. İnkübasyon süresi tamamlandığında örnekler üzerine 2 µL Superscript II aktarıldı, 

yavaş bir şekilde karıştırıldı ve yeniden 42 °C’de 60 dk inkübasyona tabi tutuldu.  

7. Örnekler üzerine 3 µL 1M NaOH ilave edildikten sonra, 70 °C’de 10 dk tutuldu. 

8. Her bir örneğe 3 µL 1M HCl ilave edilerek karıştırıldı ve örnekler temizlenene 

dek -80 °C’de muhafaza edildi. 

İşaretlenmesi gerçekleştirilen RNA örnekleri daha sonra QIAquick PCR saflaştırma kiti 

izlenmek suretiyle temizlendi ve mikrodizin slaytlarına uygulanmaya hazır hale 

getirildi. Örnekler temizlendikten sonra hemen kullanılmayacak ise, ışık almayacak 

şekilde  -80 °C’de muhafaza edildi. 

 

3.2.12.2 Mikrodizin slaytlarının hazırlanması, hibridizasyonu ve analizi 

 

Slaytların analiz işlemindeki basamaklar aşağıda belirtildiği sıra ile gerçekleştirilmiştir 

(Porwollik vd. 2004). 

 

Ön hibridizasyon: 
 
1. Ön hibridizasyon çözeltisi hibridizasyondan önce 42 °C’ ye kadar ısıtıldı. 

2. Slaytlar %  0.1’lik SDS çözeltisinde 2 dakika yıkandı. 

3. Daha sonra slaytlar 2 dakika boyunca destile suda yıkandı. 

4. Slaytlar ön-hibridizasyon çözeltisine alınarak, hibridizasyon fırınında çevirilmek 

suretiyle, 42 °C’de 45 dakika süresince inkübe edildi. 

5. Ön hibridizasyondan sonra slaytlar 2 defa 2’şer dakika süre ile destile suda 

yıkandı ve santrifüj işlemi uygulanarak kurutuldu. 

Hibridizasyon: 

 
Hibridizasyondan aşamasından önce, kullanılacak olan  2xhibridizasyon çözeltisi 70 ºC 

su banyosunda   ısıtıldı. 

1.  Daha önceden işaretlenen RNA örnekleri, hibridizasyon çözeltisi ile (40 µL 

işaretlenmiş prob + 40 µL 2x hibridizasyon çözeltisi) karıştırıldı.  

2.  Hazırlanan prob karışımı 95 °C’de 5 dk süresince inkübe edildi. 

3. İnkübasyon sonrasında 30 sn santrifüj uygulanması ile sıvı alındı.  
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4.   Mikrodizin slaytları Corning Hybridization çemberi içerisine yerleştirildi. Prob, 

pipet yardımıyla slayt üzerine aktarıldı ve üzerine cam slayt kapatıldı. Örnek 

mikrodizin slaytı yüzeyine aktarılırken, hava kabarcığı kalmamasına özen 

gösterildi. Çember kapatıldıktan sonra 42 °C ‘de 1 gece inkübasyona bırakılarak 

hibridizasyon gerçekleştirildi. 

 
Hibridizasyon sonrası yıkama: 

 
1.  Hibridizasyon çemberi, cam slayt yüzeyi üstte kalacak şekilde söküldü. 

2.  Mikrodizin slaytı  2X SSC, % 0.1 SDS içerisinde 42 °C’de 5 dk süresince 

çalkalanarak yıkandı. 

3.  Verinin bulunduğu kenarlara dokunulmamasına dikkat edilerek, slayt 0.1XSSC, % 

0.1 SDS çözeltisine transfer edildi ve oda sıcaklığında 10 dk süresince çalkalandı. 

4.  Mikrodizin slaytı, oda sıcaklığındaki  0.1XSSC çözeltisinde 1 dk süresince 

çalkalamak suretiyle yıkandı ve bu basamak 4 kez tekrarlandı.  

5.  Son olarak 10 sn süresince destile su ile yıkanan slayt, vakumlu santrifüj 

uygulaması ile kurutuldu ve lazer ışığı altında taranmaya hazır hale geldi. 

 
Ön hibridizasyon ve hibridizasyon sırasında kullanılan çözeltiler 
 

2XSSC / % 0.1 SDS, kullanılmadan önce  42 °C’ ye ısıtılmalıdır 
20x SSC 100 mL 
% 10 SDS 10 mL 
dH2O 890 mL 
Toplam 1000 mL 

 
0.1x SSC / % 0.1 SDS 

20x SSC 5 mL 
% 10 SDS 10 mL 
dH2O 985 mL 
Toplam 1000 mL 

0.1x SSC  
20x SSC 5 mL 
dH2O 995 mL 
Toplam 1000 mL 

% 0.1 SDS 
% 10 SDS 10 mL 
dH2O 990 mL 
Toplam 1000 mL 
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20x SSC (1 litre çözelti  için) 
175.3g NaCl  
88.2g  Sodyum sitrat 
800 mL distile su içerisinde çözülerek pH 7.02 ayarlandı. Bu çözelti ön-hibridizasyon 
çözeltisi için stok olarak kullanıldı 
 

10x SDS çözeltisi 
50 g SDS 
500 mL distile su 
Bu çözelti ön hibridizasyon çözeltisi için stok olarak kullanıldı 
 

Ön hibridizasyon çözeltisi 
Form amid 25 mL 
20x SSC 25 mL 
% 10 SDS 1 mL 
BSA (0.01g) (BSA- Albumin Bovine) 10mg 
ddH2O 49mL   
 

2X Hibridizasyon tamponu 
% 50 Form amid 500 µL 
10x SSC 500 µL 
%0.2 SDS 20 µL 

 

Mikrodizin slaytları ScanArrayTM Express (Packard Bioscience, Meridien, USA) cihazı 

kullanılarak, 633 nm ve 543 nm lazer ışıkları altında tarandı. Elde edilen ışıma 

sonuçları, QantArray Version 3.0 programı kullanılarak analiz edildi. Denemede 

kullanılan örnek çiftleri için mikrodizin denemesi 3 kez tekrarlandı ve elde edilen 

verilerin ortalaması alınmak sureti ile sonuçlar değerlendirildi. 

 

3.2.13 Fibronektinin fragmentasyonu  

 

Sığır fibronektininin (FN) sınırlı proteolizi Sekiguchi ve Hakomori (1980) tarafından 

önerilen yöntem kullanılarak gerçekleştirildi. 0.1 mL sığır FN (1 mg/mL) (Sigma Chem. 

Co. USA), 0.005 mL termolizin (0.1 mg/mL) (Sigma Chem. Co. USA) ile muamele 

edildi ve oda sıcaklığında 4 saat tutuldu. Son konsantrasyonda 1 mM olacak şekilde 

EDTA ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Enzimatik kesime uğratılan FN (0.004 

mg/kuyu) SDS-PAGE sisteminde tanımlandı. Örnekler  hem Coomassie brilliant blue 

ile boyanarak görüntülendi ve hem de Immobilon-P (PVDF) membrana aktarılarak 

Western lekeleme işlemine tabi tutuldu. Membran 1 saat blok tamponda oda 
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sıcaklığında bekletildikten sonra 70 nM GST-MisL ya da 70 nM GST (blok tamponda 

hazırlanmış) ile oda sıcaklığında 90 dk muamele edildi.  

 

Membran PBS’de (pH 7.4) yıkandıktan sonra, bağlanan GST-MisL ya da GST 1/1000 

keçi anti-GST primer antibadi (Sigma Chem Co. USA) ve monoklonal anti-keçi IgG 

alkali fosfataz ikincil antibadi ile işaretlenerek tanımlandı (Biorad Laboratories, 

Hercules, CA, USA). 

 

3.2.14 Glutation S-transferaz (GST) füzyon proteinlerinin saflaştırılması 

 

Karbenisilin (% 0.1) içeren 2 L LB ortamı  50 mL E. coli/pGEX4T-2 ile inoküle 

edilerek OD600 = 0.6 düzeyine ulaşıncaya dek 37 ºC’de inkübasyona tabi tutuldu. 

Yaklaşık 3-4 saat sonra kültür ortamına 1 mL (1M) IPTG (izoprapil-β-D-tiogalaktozit, 

Ambion Inc., Austin, TX, USA) aktarılarak, inkübasyona 3 saat daha devam edildi. 

İndüksiyon öncesi toplam protein lizatları IPTG ilave edilmeyen hücre kültürlerinden 

yapıldı. İndüksiyon sonrasında hücreler 7,000 rpm de 20 dakika (4 ºC) santrifüj edilerek 

çöktürüldü.  Hücre çökeltisi buzda soğutulan ve proteaz inhibitörü içeren 10 mL PBS’de 

çözüldü. Bu hücreler French Press’de (French Press,Thermo Electron Co., Waltham, 

MA, USA) 12,000 psi basınçta 3 kez muamele edildi ve  15,000 rpm’de (4 ºC) 45 

dakika santrifüj edilerek çöktürüldü.  

 

Saflaştırma işleminin bir sonraki basamağında glutatiyon sefaroz bilyeler hazırlandı. 

Yavaş bir şekilde karıştırılan % 75 glutation sefarozdan (GE Healthcare Life Sciences, 

New Jersey, USA)  1.5 mL alınarak,  50 mL lik falkon tüpe aktarıldı. Bu ortam 1800 

rpm’de 8 dakika santrifüj işlemine tabi tutuldu ve üst sıvı ortamdan yavaşca aspire 

edildi. Sefaroz bilyeler 20 mL buzda soğutularak PBS içerisinde çözüldü ve bir önceki 

santrifüj işlemi tekrar edildi. Oluşan üst sıvı aspire edildikten sonra, sefaroz bilyeler 2 

mL PBS içerisinde çözüldü. Bu ortam üzerine Frenh press’e tabi tutularak hazırlanan 

hücreler ilave edildi ve 4 ºC’de 30 dakika süreyle yavaş bir şekilde karıştırıldı. Füzyon 

proteinin geri kazanımı için, Qiagen kolonlara yüklenen ortamın süzülmesi beklendi. 

Kolon matriksi buzda soğutulan 10 mL PBS ile 4 kez yıkandıktan sonar 1 mL 

glutatiyon geri kazanma tamponu (GE Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA) ile 
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muamele edildi ve oda sıcaklığına 10 dk tutuldu. Bu aşama 5 kez tekrar edilerek füzyon 

proteini saflaştırıldı (Dorsey vd. 2005). 

 

3.2.15 Histidin işaretli füzyon proteinlerinin saflaştırılması 

 

Karbenisilin  (% 0.1) içeren 1 L LB broth üzerine  50 mL E. coli/ pET101/D aktif 

kültürü ilave edilerek 37 ºC’de OD600= 0.6 oluncaya dek geliştirildi (yaklaşık 3-4 saat). 

Bu kültürden 1 mL alındıktan sonra, 1 mL (1M) IPTG ilave edilerek 3 saat daha aynı 

koşullarda inkübasyona devam edildi.  Toplam hücre protein lizatları indüksiyon öncesi 

ve sonrası alınan örneklerde oluşturuldu. Ana kültürler 7,000 rpm de 20 dakika (4 ºC) 

santrifüj edilerek çöktürüldü ve çökelti 8 mL liziz tamponunda çözüldü (50 nM 

NaH2PO4 , 300 nM NaCl, 10 nM İmidazol). Üzerine 1 mg/mL olacak şekilde lizozim 

ilave edildi ve buzda 30 dk tutuldu. Bu çözeltiye sonikasyon, 200-300 W/10 sn 

koşullarında altı kez uygulandı (Branson Cleaning Equipment Company, Shelton, 

Connecticut, USA). Daha sonra lizat 15,000 rpm’de 45 dk  (4 ºC) santrifüj edildi. Üst 

sıvıya % 50 NiNTA bilye (1 mL/5 mL; Qiagen, Valencia, CA, USA) ilave edilerek        

4 ºC’de 60 dk karıştırıldı. Kolonlara yüklenerek bu sıvının kolondan akması sağlandı. 

Buzda soğutulan 4 mL yıkama tamponu (50 nM NaH2PO4, 300 nM NaCl, 20 nM 

Imidazol, Qiagen, Valencia, CA, USA) ile bu ortam 2 kez yıkandı ve 0.5 mL geri 

kazanma tamponu (50nM NaH2PO4 , 300nM NaCl, 250nM Imidazol; Qiagen, Valencia, 

CA, USA) ile muamele edilerek işlem tamamlandı (Chessa vd. 2008b). 

 

3.2.16 Katı faz bağlanma deneyi 

 

96 kuyucuklu plakalar (Maxisorb, Nunc, eBioscience, Inc. San Diego, CA, USA) 0.05 

mL sığır plazma fibronektini (FN) (Sigma Chem. Co. USA) ile kaplandı ve diğer 

proteinlerle (100 mM Tris.HCl, pH 8 içerisinde hazırlanmış) muamele edilerek 4 °C’de 

12 saat inkübe edildi. İlave bağlanma bölgeleri kuyu başına 0.2 mL blok tampon (% 3  

w/v yağsız süt, % 0.02 v/v Tween 20+PBS, pH 7.4) ilave edilerek bloke edildi. Blok 

tampon 1 saat sonra ortamdan uzaklaştırıldı ve kuyular dH2O ile 3 kez yıkandı. Test 

ligandı (0.05 mL PBS, pH 7.4 içerisinde hazırlanmış) inhibitör varlığında ve 

yokluğunda ortama ilave edildi ve oda sıcaklığında 90 dk tutuldu. Kuyular destile su ile 
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3 kez yıkandıktan sonra,  GST ya da GST- MisL primer antibadisi olarak 1/1000 

oranında seyreltilen keçi anti-GST antiserumu (GE Healthcare Life Sciences, New 

Jersey, USA), sekonder antibadisi olarak ise 1/5000 oranında seyreltilmiş monoklonal 

anti-keçi IgG alkali fosfataz konjugantı (GE Healthcare Life Sciences, New Jersey, 

USA) kullanıldı. Her bir kuyucuktaki alkali fosfataz  aktivitesi (Sigma Chem. Co. USA) 

1 mg/mL PNPP (P-nitrofenil fosfat; 100 mM glisin, 2 mM MgCl2 ve 1 mM ZnCl2 , 

Sigma Chem. Co. USA) ilavesi ile tanımlandı. Ürünün birikimi, Biorad Microplate 

Reader Model 68 (Biorad Laboratories, Hercules, CA, USA) kullanılarak 410 

absorbansta izlendi (Salonen vd. 1984). 

 

3.2.17 Birlikte çöktürme deneyi 

 

S. Typhimurium FB4 ve FB5 suşları, misL proteininin üretiminin indüksiyonu için       

% 0.02 L-arabinoz varlığında 3 saat geliştirildi. Bu süre sonunda santrifüj edilerek 

çöktürülen hücreler PBS içersinde hazırlanan  % 1’lik kazein blok çözeltisi ile muamele 

edildi ve 1 saat oda sıcaklığında bekletildi. Her bir kültür, blok tamponda fibronektin 

(0.05 mg, Sigma Chem. Co. USA) ya da saflaştırılan GST-Hep-2 bölgesi (0.05 mg) ile 

muamele edildi ve hücreler santrifüj işlemine tabi tutularak çöktürüldü. Hücre çökeltisi 

PBS ile 5 kez yıkandı. Hücrelerin, GST-Hep-2 proteinlerini çözeltide bağlayıp 

çöktürdüğünü belirlemek için, toplam hücre lizatları SDS-PAGE sistemlerinde ayrıldı 

ve anti fibronektin ya da anti-GST (GE Healthcare Life Sciences, New Jersey, USA) 

antiserumlar kullanılmak suretiyle Western lekeleme analizlerine tabi tutuldu (Liao vd. 

2009).   

 

3.2.18 Fibronektinin deglikolizasyonu 

 

Denemede GlycoProfileTMII enzimatik N-Degligolizasyon kiti (Sigma Chem. Co. USA) 

kullanıldı. Peptit N-glikolidaz F (PNGazF, Sigma Chem. Co. USA) N-bağlı glikanların 

glikoproteinlerden uzaklaştırılması amacı ile kullanıldı. Bu denemede bağlanma 

bölgesindeki asparajinin, aspartik aside deaminasyonu esas alınmaktadır. 90 µL 

fibronektin  ya da RNaz B (Sigma Chem. Co. USA) standardına (1.1 mg/mL) % 2 oktil 

β-D-glukopironidaz ve 100 mM 2-merkaptoetanol içeren çözeltiden 5 µL aktarıldı ve 
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100° C de 10 dakika tutuldu. Karışım oda sıcaklığında soğutuldu ve  üzerine 5 µL 1X 

reaksiyon tamponu aktarıldı. Deglikolizasyon etkinliği SDS-PAGE sistemlerinde 

kontrol edildi (Zheng vd. 1994). 

 

3.2.19 Konjugasyon 

 

Konjugasyon denemeleri için seçilen verici ve alıcı suş kültürleri, LB broth ortamında 

hazırlandı. Konjugal eşleştirme için geç eksponensiyel fazdaki kültürler (37 ºC’de 6-8 

saat 200 rpm de karıştırılarak inkübe edilmek suretiyle üretildi) kullanıldı. 

Mikrosantrifüj tüplerine 1 mL olarak alınan kültürler, 13000 rpm de 30 sn santrifüj 

edilerek çöktürüldü. Çöktürülen hücreler, 1 mL 10 mM MgSO4 içerisinde çözüldü. Her 

bir suş için alınan 0.5 mL hacimler karıştırıldı ve 13000 rpm de 30 sn santrifüj edilerek 

çöktürüldü. Hücre karışımı çökeltisi daha sonra 0.45 µm çapındaki membran filtreye 

emdirildi (Millipore Co. Billerica, MA, USA). Bu işlemi takiben filtreler LB agar 

ortamı üzerine yerleştirildi ve 37 ºC’de 4 saat inkübe edildi. Eşleştirme denemelerinden 

sonra bakteri karışımı 1 mL 10 mM MgSO4 içerisinde çözüldü, PBS içerisinde seri 

dilüsyonları hazırlandı ve özel antibiyotikleri içeren seçici LB agar ortamlarına ekildi. 

Yalnız verici ve alıcı suşların ekildiği LB ortamları ise şahit olarak kullanıldı. 37 ºC’de 

12 saat inkübasyondan sonra koloni sayımları yapılarak, verici hücre başına 

konjugasyon sıklığı saptandı  (Sanderson ve Roth 1983, Camacho ve Casadesus 2002). 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1 MisL Ototransporter Proteininin Üretiminin Teşviki 

 

MisL ototransporter proteininin üretiminin teşviki çalışmaları, pozitif regülatör marT 

geninin arabinoz varlığında indüklenen bir promotor içeren pBAD/gIIIA vektörüne 

klonlanması ve Salmonella Typhimurium MA2 (Tükel vd. 2007) suşuna aktarılması 

yolu ile gerçekleştirilmiştir.  

 

İlk aşamada marT genine özgü dizayn edilen primerler (marT geni için ileri primer: 5` 

GGAGCTCCGGGGACAATCCATGTCCTGCTACG 3`; SacI kesim bölgesi, ribozom 

bağlanma bölgesi ve kendi stop kodonunu içeriyor; marT geni için geri primer: 5’ 

GCTGCAGTACCCATGTGTCACCCCGCGG 3’, PstI kesim bölgesi içeriyor) 

kullanılarak,  polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ürünü (marT yapısal geni, 867 baz 

çifti)  elde edildi (Şekil 4.1). 

 

                                   
 

Şekil 4.1 marT geni PZR ürünü 

 

 

marT (867 bç) 
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 İkinci aşamada çoğaltılan gen ürünü, stabilizasyonunun sağlanması amacı ile  PCR 2.1 

vektörüne klonlanarak, Escherichia coli DH5α suşuna elektroporasyon yolu ile 

aktarılmıştır. Transformantlar, PCR 2.1  vektörünün içerdiği kanamisin dirençlilik (Kmr, 

100 µg/ml) esas alınarak tanımlanmıştır. Bu transformantlardan izole edilen PCR 2.1 

vektöründe marT geni varlığı, PstI ve SacI ikili restriksiyon endonükleaz kesimleri ile 

kontrol edilmiştir (Şekil 4.2). Tüm klonlarda söz konusu kesimler sonucunda 858 bç 

insertin tanımlanması ile klonların doğruluğu saptanmıştır. 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.2 PCR 2.1 Vektörüne marT geni insersiyonunun kontrolü 

 

Son aşamada jelden geri kazanılan marT geni, PstI ve SacI ile kesilen pBAD/gIIIA 

vektörüne, arabinoz promotoru klonlama bölgesinden bağlanmış (Şekil 4.3) ve kimyasal 

transformasyon yolu ile S. Typhimurium LT2 suşuna aktarılmıştır. Transformantların 

seçiminde pBAD vektörünün içerdiği amfisilin dirençlilik (Ampr, 100 µg/ml) 

özelliğinden yararlanılmıştır. Transformantlarda marT geni içeren pBAD/gIIIA  

 
 
 
            1    2         3    4          5        6         7          8                9 

 
 
          marT 

 
PCR 2.1 
Vektörü 
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vektörü, söz konusu plazmidin izolasyonu ve PstI ve SacI restriksiyon endonükleaz 

enzimleri ile kesimi sonucu belirlenmiştir (Şekil 4.3). 

 

 
Şekil 4.3 Transformantlarda marT geni içeren pBAD/gIIIA vektörü varlığının PstI ve 

SacI enzim kesimi ile kontrolü 
 

pBAD/gIII vektörü aktarılan S. Typhimurium NA23 (MA2 transformantı) suşunda 

yürütülen indüksiyon çalışmaları sonucunda; β-galaktozidaz aktivitesinin, üreme 

ortamında % 0.0002 arabinoz varlığında, indüksiyon yapılmayan koşullardan 

farklanmaya başladığı ve  % 0.02 arabinoz varlığında 460 Miller ünitesine ulaştığı 

saptanmıştır. Arabinoz bulunmayan ortamda geliştirilen S. Typhimurium NA23 suşunda 

ise bu düzey 40 Miller ünitesi düzeyinde bulunmuştur (Şekil 4.4.B). Bu suşta aynı 

arabinoz konsantrasyonunda yürütülen indüksiyon çalışmaları sonucunda ise, Western 

lekeleme tekniği ile tespit edilebilen MisL proteini üretiminin % 0.000002 arabinoz 

varlığında başladığı ve arabinoz konsantrasyonu varlığına bağlı olarak arttığı 

belirlenmiştir (Şekil 4.4.a).  

                         

 

 

 

 

 

pBAD 
marT 

pBAD 
marT 
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A 

                                       

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
                           
                             B 
 
 

 

 

 

Şekil 4.4.a. LacZYA::misL Füzyonu içeren S. Typhimurium NA23 suşunda arabinoz 
konsantrasyonuna bağlı MisL üretimi, b. β-galaktozidaz aktivite artışı 

 

MisL-lac transkripsiyonel füzyonu ile yürütülen çalışmalar, söz konusu proteinin S. 

Typhimurium’da in vitro koşullarda üretilmediğini göstermiştir. Bununla birlikte S. 

Typhimurium’un makrofajlara girişi aşamasında, bu proteinin üretildiği Western 

lekeleme yöntemi kullanılarak tanımlanmıştır (Blanc-Potard vd. 1999, Eriksson vd. 

2003). Bu özelliği, S. Typhimurium’un patojenitesinin ilk aşamasında önemli bir rol 
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oynayan MisL ototransporter proteinininin in vivo ve in vitro fonksiyonel analizini 

güçleştiren ana unsurdur.  Bu güçlüğün aşılması amacı ile değişik araştırıcılar, MisL 

yapısal geninin değişik pBAD vektörlerine klonlanmasını ve arabinoz tarafından 

indüklenen bir promotora bağlı olarak teşvikini gerçekleştirmiştir (Dorsey vd. 2005, 

Tükel vd. 2007). Özellikle MisL ototransporter proteininin pozitif regülatörü olan marT 

geninin tanımlanmasından sonra, in vitro koşullarda MisL üretiminde temel yaklaşım; 

yapısal gen kopyalarının artırılması suretiyle bu proteininin üretimi yerine, aktif 

regülatör proteinin konakçı sistemde ifadesi yönünde değişme göstermiştir. Bunun 

temel nedeni, yapısal genin ilave kopyalarının özellikle stabilite sorunu yaratması ve 

ayrıca çoğu durumda klonlama stratejisinden kaynaklanan inaktif protein üretimidir 

(Srivatsan vd. 2008). Bakteriyel fizyoloji çalışmalarında genellikle klonlanacak bir 

genin indüklenebilir bir promotordan transkripsiyonu esas alınmaktadır. Yapısal 

genlerin bu indüklenebilir promotorlar altında klonlanmasında, söz konusu gen 

kopyalarının kromozomal DNA üzerinde bulunması halinde tercih edilen yol, 

kromozomal DNA üzerindeki gen ya da ilave kopyaların inaktivasyonu, hatta 

delesyonudur. Zira kısmi olarak baskılanmış genlerde düşük düzeyde ifade, 

indüklenebilir promotor altında çalıştırılan aynı genin klonlanan kopyasının ifadesini 

olumsuz yönde etkileyebilmektedir (Guzman vd. 1995, Srivatsan vd. 2008). MisL 

ototransporter proteininin marT geni tarafından gerçekleştirilen pozitif regülasyon 

kinetikleri, regülatörün bulunmadığı koşullarda böylesi düşük düzeyde gen ifadesinin 

gerçekleşebileceğine işaret etmektedir (Tükel vd. 2007, Retamal vd. 2010). Tüm bu 

veriler ışığında, misL geninin homolog konakçıda ifade edilmesi ve saflaştırılarak 

biyolojik fonksiyonlarının tanımlanması için en etkin yol olarak, marT regülatör geninin 

arabinoz tarafından indüklenen bir promotor içeren pBAD/gIIIA vektörüne aktarıldıktan 

sonra doğal S. Typhimurium suşlarına transformasyonu ve bu sayede homolog misL 

geninin aktivasyonu stratejisi seçilmiştir. pBAD vektörlerinde bulunan ve arabinoz 

tarafından indüklenen promotor, hem pozitif ve hem de negatif bir regülatör olan AraC 

proteini tarafından kontrol edilmektedir. Arabinoz varlığında promotor aktive 

edilmekte, arabinoz yokluğunda ise promotordan transkripsiyon çok düşük düzeyde 

gerçekleşmektedir. Promotor etkinliğinde kritik değer, indüksiyonda kullanılan 

arabinozun konsantrasyonudur. Çalışmalarımız sonucunda, % 0.02 arabinoz varlığında 

sağlanan yüksek MisL üretim düzeyi, füzyon protein üretimi için literatür verilerinde 
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tanımlanan ideal konsantrasyon sınırları içerisindedir (Dorsey vd. 2005, Tükel vd. 2007, 

Retamal vd. 2010). 

 

MisL ototransporter proteininin pozitif regülatörü olan marT geninin ifadesinin 

indüksiyonu ile MisL üretiminin teşviki, doğrudan yapısal genin klonlanması söz 

konusu olmadığından,  homolog konakçı sistemlerde fonksiyonel analiz çalışmalarında 

büyük önem taşımaktadır.  

 

4.2 MisL Ototransporter Proteininin Hücresel Lokasyonunun Tanımlanması 

 

Bu araştırmada, MisL antiserumu ile gerçekleştirilen immün elektron mikroskopi 

çalışmaları sonucunda MisL ototransporter proteininin, S. Typhimurium NA23 

transformantında ancak arabinoz varlığında üretildiği ve hücre dış yüzeyinde lokalize 

olduğu (Şekil 4.5) saptanmıştır. Arabinoz indüksiyonu yapılmayan, ancak diğer tüm 

koşulları aynı olan S. Typhimurium NA23 hücrelerinde ise misL proteininin 

üretilmediği belirlenmiştir (Şekil 4.6). Bu bulgu MisL proteininin in vitro koşullarda 

üretilmediğinin ilk kesin kanıtını oluşturmaktadır. Zira daha önce yürütülen 

çalışmalarda MisL:lacZYA füzyonu gerçekleştirilen rekombinantlarda ya β-galaktozidaz 

aktivitelerine bakılarak ya da Western lekeleme yöntemi kullanılarak MisL üretimi 

kontrol edilmiştir (Dorsey vd. 2005, Tükel vd. 2007). Bu çalışmalardan elde edilen 

bulgular da MisL proteininin in vitro koşullarda üretilmediğine işaret etmiştir. Ancak 

söz konusu çalışmalarda füzyon proteinlerin kullanımı nedeni ile, rekombinasyonun 

doğasından kaynaklanacak β-galaktozidaz enzim aktivitesi değişiklikleri ya da yine 

MisL antibadilerinin füzyon proteinleri ile düşük düzeyde özgüllük taşıyan bağlanma 

karakteristikleri, bu bulguların kesinlik kazanmasını engelleyen ana unsurlardır. 

 

 İmmün elektron mikroskopi görüntüleri, misL proteininin, dış yüzeye salgılanan 

kapsüler polisakkaritlerin üzerinde biriktiğine ve hücreye düzensiz dallanan bir dış yapı 

özelliği kazandırdığına işaret etmektedir. Salmonella cinsi dışındaki bakteriler 

tarafından üretilen adhezif özellikteki ototransporter proteinler ile yürütülen 

çalışmalarda, söz konusu proteinlerin özellikle iç yolcu domaininin hücre dış yüzeyinde 

lokalize olduğu ve bu sayede konakçı epiteline hücreler arası bağlanma materyali ile 
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ilişkilenerek (fibronektin ya da kollajen) tutunduğu saptanmıştır. MisL üzerinde 

yürütülen tek bağlanma çalışmasında ise, söz konusu proteinin sadece fibronektine 

özgül bir bağlanma gösterdiği in vitro koşullarda örneklenmiştir.  Bu çalışmada cam 

slaytlara bağlanan saf fibronektin kullanılmıştır. Aynı koşullarda kollajenin kullanılması 

durumunda ise özgül bağlanma aktivitesi tanımlanmamıştır (Henderson ve Nataro 2001, 

Oomen vd. 2004, Dorsey vd. 2005, Santos vd. 2009).   

 

Bu çalışmada elde edilen immün elektron mikroskopi bulguları, yukarıda özetlenen 

literatür verileri ile birleştirildiğinde; MisL proteininin sadece konakçı epitel hücrelerine 

protein-protein interaksiyonu ile bağlanmadığı, S. Typhimurium dış yüzeyine lokalize 

olmada ise karbonhidrat-protein interaksiyonlarını kullandığına işaret etmektedir. Bu 

özelliği ile MisL, tamamen hücre dışına salgılanan bazı ototransporter proteinlerden 

ayrılmaktadır. MisL’in de içinde bulunduğu AIDA ailesi ototransporterlerde, iç yolcu 

domaininin, hücre dış yüzeyi ve duvar yapıları ile ilişkilenmede bir çapa görevi gördüğü 

belirlenmiştir. Ancak söz konusu interaksiyonların doğası bugüne kadar 

tanımlanmamıştır (Henderson vd. 2004, Shultis vd. 2006,  Scaria vd. 2008, Dieye vd. 

2009). Salmonella ototransporter proteini MisL’in kapsüler polisakkaritler yanında, 

olası hücre duvarı protein-karbonhidrat interaksiyonlarının doğasının tanımlanması, bu 

interaksiyonun kontrolü ile S. Typhimurium virülanslığının azaltılması açısından kritik 

bir önem taşımaktadır. 
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Şekil 4.5.a. % 0.02 Arabinoz varlığında indüklenen S. Typhimurium NA23 
transformantında MisL proteini lokalizasyonunun immün 
elektronmikroskopik görüntüsü, b. bu bölgenin büyütülmüş hali 
(27500X) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

0,2µm 

  
 
     0,5µm 
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Şekil 4.6.a. Arabinoz indüksiyonu yapılmayan S. Typhimurium NA23 transformantının 
immün elektronmikroskopik görüntüsü, b. işaretli bölgenin büyütülmüş hali 
(27500X) 

 

 

4.3 MisL Ototransporter Proteininin Regülasyon Karakteristiklerinin  
Tanımlanması 
 

MisL ototransporter proteininin pozitif regülatörü olan marT gen ürününün (Tükel vd. 

2007) misL ototransporter proteini üzerindeki ifade etkinliğinin ve diğer regülasyon 

karakteristiklerinin araştırılması için, marT geninin S. Typhimurium 14028 suşunda 

arabinoz varlığında indüklenen bir promotora sahip olan pBAD24 vektörü aracılığı ile 

ifadesi sağlanmıştır. Bu amaçla, öncelikle 18 saatlik aktif S. Typhimurium 14028 

suşundan bakteriyel genomik DNA kiti (NA2120, Sigma, Che. Co. USA) kullanılarak 

genomik DNA izolasyonu gerçekleştirilmiş ve izole edilen genomik DNA örneğinden 

1µm 0,5µm 
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marT geni (STM3759, 858 bç) ileri primer: 5’ 

ACGATTCACCATGTCCTGCTACGCAG 3’ (EcoRI restriksiyon enzimi kesim 

bölgesi), geri primer: 5’ ATCTGCAGTTACCCATGTGTCACCCC 3’ (PstI 

restiriksiyon enzimi kesim bölgesi) primer çifti kullanılarak çoğaltılmıştır (Şekil 4.7). 

İstenilen genin çoğaltılması için kullanılacak primerler tasarlanırken, primerlere 

restriksiyon endonükleaz enzimi tanıma serileri eklenmiştir. 

 

 

 

  
 

Şekil 4.7 S. Typhimurium ATCC14028 suşu genomik DNA’sından çoğaltılan marT 
geni 

 
Kuyu1: 100 bç moleküler marker (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500 bç, New 
England BioLabs), Kuyu 2-5: PZR ürünleri 
 

Uygun primerler kullanılarak çoğaltılan marT geni (858 bç) QIAquick PCR saflaştırma 

kiti (Qiagen, USA) ile temizlenmiş ve pBAD24 vektörüne aktarılmadan önce hem 

pBAD24 vektörü hem de marT geni EcoRI ve PstI restriksiyon endonükleaz enzimleri 

ile ikili kesime tabi tutulmuştur (Şekil 4.8 ve Şekil 4.9).  

 

 

     bç        kütle (ng) 
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Şekil 4.8  pBAD24 plazmid vektörünün % 0.8 oranında agaroz içeren jeldeki görüntüsü 
 
Kuyu 1: 1 kb DNA marker, Kuyu 2-5: pBAD24 plazmid DNA örnekleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 kb 

3 kb 
4.5 kb
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Şekil 4.9 pBAD24 plazmid vektörü ve marT geninin ikili restriksiyon endonükleaz 
enzim kesimi sonrası agaroz jel görüntüleri.  

 
Kuyu 1: 1 kb DNA marker, Kuyu 2: pBAD24 vektörünün EcoRI ve PstI enzimleri ile kesimi, Kuyu 3: 
marT geninin EcoRI ve PstI enzimleri ile kesimi 
  

Restriksiyon endonükleaz enzim kesimi gerçekleştirilen ve kesimin doğru şekilde 

meydana geldiği agaroz jel elektroforezi ile belirlenen plazmid DNA örneklerinde, bir 

sonraki basamakta defosforilasyon reaksiyonu gerçekleştirilerek plazmid vektörünün 5’ 

fosfat grubu uzaklaştırılmış ve ligasyon etkinliğinin arttırılması sağlanmıştır. Bu 

aşamadan sonra, defosforile pBAD24 plazmidi ile marT geninin ligasyonu ve ardından 

kompetent S. Typhimurium 14028 doğal tip ve S. Typhimurium 14028 ∆marT suşlarına 

transformasyonu gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10 S. Typhimurium 14028 suşuna (∆marT) pNA01 (marT geninin aktarıldığı 
pBAD24 vektörü) plazmidinin transformasyonu sonucu oluşan 
transformantların antibiyotik içeren LB agar ortamlarında gelişimi 

 

 pBAD24 plazmidinin içerdiği ampisilin ve S. Typhimurium 14028 ∆marT suşunun 

içerdiği kanamisin dirençlilik özelliklerine göre seçilen transformantlarda hedef marT 

genini taşıyan plazmidlerin varlığı, moleküler büyüklükleri esas alınarak doğrulanmıştır 

(Şekil 4.11).  

 

marT geninin aktarımının gerçekleştirildiği pBAD24 plazmid DNA örneklerinde marT 

geninin varlığı; ayrıca  pBAD24 vektörünün klonlama bölgesine spesifik olarak dizayn 

edilen ileri primer 5’ TTAGCGGATCCTACCTGACG 3’ ve geri primer 5’ 

CTGGCAGTTCCCTACTCTCG 3’ kullanılarak gerçekleştirilen PZR sonucunda 858 

bç’lik marT geninin çoğaltılması ile kesinlik kazanmıştır (Şekil 4.11). marT genini 
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içeren pBAD24 plazmid vektörü pNA01 olarak isimlendirilmiştir. Antibiyotik içeren 

ortamlardan seçilen transformantlara, kültür koleksiyonuna alınmadan önce MZ 

numaraları verilmiştir. Bu numaralandırmaya göre; MZ1627: pNA01 plazmidini içeren 

∆marT S. Typhimurium 14028 suşunu, MZ1629: doğal pBAD24 plazmidini içeren 

∆marT S. Typhimurium 14028 suşunu ifade etmektedir. 

 

 
Şekil 4.11 pNA01 plazmid DNA’sı ve bu plazmid DNA’sından PZR ile çoğaltılan marT 

geni 
 
Kuyu 1: 1 kb moleküler marker, Kuyu 2-14: pNA01 plazmid DNA’sı (transformasyon sonrasında farklı 
∆marT S. Typhimurium 14028 kolonilerden izole edilen plazmid DNA’lar), Kuyu 15: pBAD24, Kuyu 16: 
Negatif kontrol (su), Kuyu 17-29: pNA01 plazmid DNA’sının kalıp olarak kullanıldığı PZR sonucu 
çoğaltılan marT geni 
 

marT geninin pBAD24 vektörüne aktarımının PZR ile doğrulanmasının ardından bir 

sonraki basamakta,  marT geninin pBAD24 vektörüne giriş yönünün kontrol edilmesi 

amacı ile farklı restriksiyon endonükleaz enzimleri kullanılarak ikili kesim reaksiyonları 

gerçekleştirilmiştir. EcoRI+EcoRV ikili kesimi sonrasında tanımlanan yaklaşık 660 

bç’lik ve EcoRI+SSpI ikili kesimi sonrasında tanımlanan 556, 675, 1358 ve 1953 bazlık 

bantlar marT geninin pNA01 plazmidine doğru yönde bağlandığını göstermiştir (Şekil 

4.12). 
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Şekil 4.12 pNA01 ve pBAD24 vektörlerinin restriksiyon endonükleaz enzimleri ile 

kesimi sonucunda oluşan bantların agaroz jel görüntüleri 
 

 

 

 

 

 

 

PNA01 plazmidine marT geninin giriş yönünün tekrar kontrol edilmesi amacı ile izole 

edilen plazmidlerin klonlama bölgeleri, evrensel pBAD24 primerleri kullanılarak (ileri 

primer 5' ATG CCA TAG CAT TTT TAT CC 3' ve geri primer 5' GAT TTA ATC TGT 

ATC AGG 3') (Retrogene, Forster City, CA, USA) çoğaltılmış ve dizi analizine tabi 

tutulmuştur (Vaccine Research Institute, San Diego, CA, USA).  PZR ürününün dizi 

Kuyu  1 100 bp marker 
Kuyu  2 1 kb marker 
Kuyu  3 pNA01 plazmid DNA’sı  EcoRI+EcoRV ikili enzim kesimi 
Kuyu  4 pNA01 plazmid DNA’sı  EcoRI+EcoRV ikili enzim kesimi 
Kuyu  5 pNA01 plazmid DNA’sı  EcoRI+EcoRV ikili enzim kesimi 
Kuyu  6 pNA01 plazmid DNA’sı  EcoRI+EcoRV ikili enzim kesimi 
Kuyu  7 pNA01 plazmid DNA’sı  EcoRI+EcoRV ikili enzim kesimi 
Kuyu  8 pNA01 plazmid DNA’sı  EcoRI+EcoRV ikili enzim kesimi 
Kuyu  9 pNA01 plazmid DNA’sı  EcoRI+EcoRV ikili enzim kesimi 
Kuyu 10  pBAD24 EcoRI+EcoRI ikili enzim kesimi 
Kuyu  11 pBAD24 EcoRI+SspI ikili enzim kesimi 
Kuyu  12 pNA01 plazmid DNA’sı EcoRI+SspI  ikili enzim kesimi 
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analizi sonucunda, aktarılan genin marT ve vektöre giriş yönünün de doğru olduğu bir 

defa daha kanıtlanmıştır (Şekil 4.13).  

 

CGCTTTTTATCGCNCTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCAGGAGGAATT

CACCATGTCCTGCTACGCAGCCACAGCATCAGACTATACTCAGTGGTGTCTATTAACCCTC

TCCAACTACGTTATGTTTTGGCATGGTAACAATGCGATGTTATGGATAATTAACGATAATATT

GAATTTAATCCAGAAATGAATCGCCTGGCTTCATTATCGAGGCCAGATCTCAACATTATTCT

GACAACGCCCGCCAGCCGCTGCTTGCGCCTTCTGCTGGAAAACGCCCCCTCCGTCGTCTCAC

AACAAACATTCTTTCAAAAAGTGTGGGAAGAAGACGGCATGGTGGTGTCGGCAAATACGCT

TTATCAGAATATCTCCATTATTCGCCGCGGATTACGTACCGTTGGCGAAAATGAAGATACGC

TGATAATCACGGTTCCGCGTAGAGGCTTTCAGATTGAGCCAGGTGTGAGCCTCATGACCATC

CGCAAAGACTTCGCTCAGGCAATAGAAAAAAAGGGTGAGACGCCACCGCGTATGTCAGGGC

GTTGGTTTAAACATTATGTACCTGTACTTTGGATGACCGGGACATTTGCTGTCGGTATTTTGC

TTGGCACTATAAGCTGGCAAACCGTTCCCGATAAGGATTTTTACGATCGCTACACGCTGGTT

GAAACAACTCAGGGCTGTCATTTTTTCTCGCGGAATGAAGATATCGAAAGCGGCAGCCGCTT

TGCAAGCTATAAGTCAATGATTCTAAAAACCGGTATGGATTGTCAGAAATACCCATGGGTCT

ATTTCCCTTCCAGCAGTCGCACCCCAGCGGTTACNGGCATTGATTTGTCAGCAA 

 

 
Şekil 4.13 MZ1627 transformantından izole edilen plazmidin (pNA01) baz dizi analizi 
 
Sarı olarak işaretenen kısım vektörün klonlama bölgesinden önce bulunan dizileri, gri olarak işaretlenen 
kısım marT geninin çoğaltılmasında kullanılan ileri primer dizisini, altı çizili AGGAG Shine-Delgarno 
serisini (ribozom bağlanma bölgesi) ve yine altı çizili ATG dizisi ise başlama kodonunu ifade etmektedir. 
Geriye kalan dizi ise marT gen dizisini göstermektedir. 
 

Bir sonraki basamakta, bakteri üreme ortamına arabinoz ilave edilerek geliştirilen 

mutant ve doğal tip S. Typhimurium suşlarından RNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir. 
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RNA izolasyonu sonrasında (Şekil 4.14)  Q-PCR yöntemi ile marT geninin üretiminin 

ortama arabinoz ilavesinden 20 dakika ve 1 saat sonra maksimum düzeye ulaştığı 

belirlenmiş ve çalışmalara bu zaman dilimdeki örnekler ile devam edilmiştir. 

Superscript II RT cDNA sentez kiti (Sigma, Chem. Co. USA) kullanılmak sureti ile 

RNA örneklerinden cDNA sentezi gerçekleştirilmiş ve agaroz jellerde cDNA 

örneklerinin saflığı kontrol edildikten sonra (Şekil 4.15) örnekler Cy5TM-5 dCTP 

(PA55021) ve Cy3TM-3 dCTP (PA53021) boyaları (GE Healtcare Life Sciences, New 

Jersey, USA) ile işaretlenmiştir. Örneklerin mikrodizin slaytları (Nimblegene, Northern 

Marina Islands, USA) üzerinde hibridizasyonu gerçekleştirildikten sonra, mikrodizin 

analizleri yapılmıştır.  

 

 
 

Şekil 4.14  MZ1627 ve MZ1629 örneklerinden arabinoz ilavesinden sonra izole edilen 
RNA örnekleri.  

 
Kuyu 1: 100bp moleküler marker, Kuyu 2: MZ1627 20 dk-1, Kuyu 3: MZ1627 20 dk-2, Kuyu 4: 
MZ1627 1s-1, Kuyu 5: MZ1627 1s-2, Kuyu 6: MZ1627 1s-2 tekrar, Kuyu 7: MZ1627 5s-1, Kuyu 8: 
MZ1627 5s-2, Kuyu 9: MZ1629 20dk-1, Kuyu 10: MZ1629 20dk-2, Kuyu 11: MZ1629 1s-1, Kuyu 12: 
MZ1629 5s-1, Kuyu 13: MZ1629 5s-2  
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Şekil 4.15 MZ1627 ve MZ1629 bakterilerinden izole edilen RNA örnekleri kullanılarak 
sentezlenen cDNA’ların agaroz jeldeki görüntüleri 

 

 

3 paralel halinde gerçekleştirilen mikrodizin denemelerine ait slaytlar WebArrayDB 

(www.webarraydb.org) programı kullanılarak analiz edilmiş ve ifade düzeyinde azalış 

belirlenen genler,  Çizelge 4.1’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.1 MarT regülatör proteini varlığında ifade düzeyinde azalma belirlenen genler 

 

 

MarT regülatör proteini varlığında ifadesi azalan ilk gen dps geni olarak tanımlanmıştır. 

S. enterica üzerinde yürütülen çalışmalarda, Dps proteininin oksidatif strese karşı 

dirençlilikten sorumlu bir DNA bağlanma proteini olduğu saptanmıştır. Bu proteinin 

üretimi Salmonella hücrelerinin makrofajlar tarafından fagosite edilmesinden sonra 

gerçekleşmektedir. Bu sayede Salmonella hücreleri fagositlerin içerisindeki oksidatif 

stres koşullarına karşı direnç gösterebilmekte, çoğalabilmekte ve virülanslığını 

sürdürebilmektedir (Libby vd. 1994, Tsolis vd. 1995, Halsey vd. 2004). Mikrodizin 

sonuçları MarT proteininin, dps genlerinin negatif regülatörü olduğuna işaret 

Gen adı Görevi 

dps Stresten sorumlu DNA-bağlanma proteini 

yliH Olası sitoplazmik protein 

wraB Trp-baskılayıcı bağlanma proteini 

flgK Flagella biyosentezi, kanca – boşluk protein 1 

flgL Flagella biyosentezi, kanca – boşluk protein  

osmE Fonksiyonu bilinmeyen zarf proteini 

manZ Şeker spesifik PTS ailesi, mannoz-spesifik enzim IID 

cheM Metil akseptör kemostaz protein II (MCPII), aspartat reseptör proteini 

cheA sensor histitin protein kinaz 

motB Flagellar motor dönüşün düzenleyicisi 

fliA 

 
RNA polimerazın sigma F (sigma 28) faktörü, geç flagella genlerinin  
 
transkripsiyonunu düzenlemektedir 
 

fliC Flagella biyosentezİ; flagellin, filament yapısal protein 
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etmektedir. Bu durum fagositik koşullarda MarT üretiminin engellenmesi suretiyle dps 

genlerinin üzerindeki baskılamanın kalkması ile açıklanabilir.  

 

İfadesi azalan bir diğer gen olan yliH (BssR) üzerinde çok az bilgi bulunmaktadır. 

Ancak E. coli’de yürütülen mutasyon analizleri sonucunda, bu proteinin söz konusu 

bakteride biyofilm oluşumunu ve hareketliliği engelleyen negatif bir regülatör olduğu 

tanımlanmıştır (Domka vd. 2006). Bununla birlikte, Salmonella’da yürütülen benzer 

çalışmalarda, yliH geninin ifade edildiği koşullarda hareketlilik ve adhezif özelliklerin 

çok az değiştiği, biyofilm oluşumunun ise hiç etkilenmediği saptanmıştır (Park vd. 

2007). Bu veriler dikkate alındığında, yliH geninin Salmonella’daki fonksiyonunun 

farklı olduğu ortaya çıkmaktadır. S. Typhimurium’da yliH geninin fonksiyonel 

analizlerinin gerçekleştirilmesi, MarT regülatörünün bu gen üzerindeki negatif 

regülasyon karakteristiklerinin anlaşılmasını sağlayacaktır. yliH gibi homolog genlerin, 

farklı organizmalarda farklı fonksiyonlar göstermesinin moleküler düzeyde açıklanması, 

söz konusu organizmaların farklanma süreçlerinin tanımlanmasına önemli katkılarda 

bulunacaktır. 

 

MarT regülatör proteini varlığında azalan en ilginç gen grubu; flagellar biyosentez 

aşamalarında etkin proteinleri kodlayan motB, flgK, flgL, fliA (sigma 28) ve fliC 

genleridir. Bu durum MarT üretiminin flagella biyosentezini negatif yönde ve etkin bir 

şekilde regüle ettiğine işaret etmektedir.  fliA (sigma 28) hariç, bu genlerin tamamı 

flagella biyosentezinde III sınıf promotorlardan transkribe edilen geç aşama genleridir. 

Söz konusu genlerin tümünün transkripsiyonunu gerçekleştiren RNA polimeraz 

haloenzim kompleksinin sigma faktörü fliA geni ürünüdür (sigma 28) (Chilcott ve 

Hughes 2000, Cano vd. 2002, Kazmierczak vd. 2005, Chessa vd. 2008a). Sigma 28 

faktörü olmaksızın flagellar biyosentezin geç aşama genlerinin transkripsiyonu mümkün 

olmayacağından, MarT regülatör proteininin bu grup genler içerisinde yalnız fliA 

geninin doğrudan negatif regülatörü olduğunu söylemek olasıdır. MarT proteininin, S. 

Typhimurium’da flagellar biyosentez geç aşama genlerinin negatif regülatörü olarak 

davranması, esasen flagellanın sentezi esnasında hücre yüzeyi ile ilişkili diğer virülans 

faktörlerinin fonksiyonu ya da ifadesini engelleme özelliği ile açıklanabilir. S. 

Typhimurium’da flagellanın konakçı hücre işgalinde önemli birçok proteinin 
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fonksiyonunu engellediği öne sürülmüştür. Diğer yandan Salmonella’nın mide gibi asit 

çevrelerde bu stres koşuluna adaptasyon amacı ile flagella biyosentezini durdurduğu 

saptanmıştır. Mutasyon çalışmalarından elde edilen bazı bulgular da, flagella 

biyosentezi yapamayan değişik Salmonella mutantlarının virülanslığının düşmediğini 

göstermiştir (Strauss 1995, Adams vd. 2001, Chessa vd. 2008b). Ancak flagella 

biyosentezinin ve özellikle bazı flagella alt ünitelerinin Salmonella virülanslığında çok 

etkin olduğunu gösteren araştırma bulguları da mevcuttur (Kazmierczak vd. 2005, 

Barnhart ve Chapman 2006, Santos vd. 2009, Barker vd. 2010). Yukarıda özetlenen 

literatür verileri, flagellar yapıların ve hareketliliğin Salmonella patojenitesindeki 

rolünün halen açık olmadığına işaret etmektedir. Bizim çalışmamızda elde edilen 

veriler, S. Typhimurium’da flagellar yapıların in vivo koşullarda konakçı doku 

adaptasyonunu ve virülans faktörlerin fonksiyonlarını engellendiği tezini destekler 

niteliktedir. Bu durumun kesinlik kazanabilmesi için marT geni aktive edilmemiş ve 

edilmiş mutantlar ile hayvan model sistemlerde kalıcılık çalışmalarının yürütülmesi ve 

sigma 28 geni promotoru ile MarT proteininin özgül interaksiyonunun tanımlanması 

gerekmektedir. 

 

MarT regülatör proteini varlığında ifadesi azalan protein WraB, Salmonella’da triptofan 

biyosentezi represörüne (TrpR) bağlanmak suretiyle onu aktive eden, bir diğer ifade ile 

triptofan biyosentez genlerinin transkripsiyonunu dolaylı bir şekilde baskılayan bir 

regülatördür (Kim ve Surette 2003). Salmonella konakçı sisteme dahil olduğunda 

karşılaştığı en önemli stres koşullarından biri besinsel yetersizliktir. Bu koşula 

adaptasyonun en genel yolu ise amino asit biyosentez yollarının aktivasyonudur 

(Coldham ve Woodward 2004, Hamilton vd. 2009, White vd. 2010). Bu bilgiler göz 

önünde bulundurulduğunda,  MarT regülatörünün in vivo koşullarda triptofan 

biyosentezi üzerindeki baskılamayı kaldıracak mekanizmayı regüle etmesi anlam 

kazanmaktadır. 

 

İfadesi azalan gen grubunda yer alan osmE, S. enterica ve E. coli’de yüksek 

ozmolaritenin oluştuğu koşullarda üretimi teşvik edildiği bilinen bir zarf proteinidir. 

Ancak fonksiyonu henüz tanımlanamamıştır. Bu proteinin ifadesinin üssel üreme 

fazının ortasında transkripsiyonel bir regülatör aracılığı ile baskılandığı, E. coli’de 
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yürütülen çalışmalar sonucu belirlenmiştir. E. coli’de osmE geninin negatif regülatörü 

Fis olarak adlandırılan bir proteindir. Ancak Salmonella’da söz konusu genin 

regülasyonu üzerinde bir çalışma bulunmamaktadır (Bordes vd. 2002, Sonck vd. 2009, 

White vd. 2010).  Çalışmamızda gerçekleştirilen mikrodizin sonuçları bu genin S. 

Typhimurium’daki negatif regülatörünün MisL proteini olduğunu göstermektedir.  

 

manZ geni, mannoz spesifik fosfotransferaz enzim sisteminin IID alt ünitesini 

kodlamakta ve bu enzim kompleksinde transmembran taşıyıcı görevini üstlenmektedir. 

Mannoz spesifik taşıyıcı proteinlerin mutasyonel ve evrimsel analizleri, bu enzim 

sistemlerinin S. enterica ve E. coli’de epitelyal yüzeylere adaptasyonun ve simbiyotik 

ilişkinin gelişmesinde rol oynadığına işaret etmektedir. Bazı araştırmalarda söz konusu 

enzim genlerinin inaktivasyonunun S. enterica ve E. coli’de virülanslığı düşürdüğü 

ifade edilmekle birlikte, bu bulgular kesinlik kazanmamıştır (Turner vd. 1998, Alteri vd. 

2009, Zuniga vd. 2009). Çalışmamızda elde edilen ve enfeksiyon sürecinde MarT 

proteininin S. Typhimurium’da ManZ üretiminin negatif transkripsiyonel regülatörü 

olduğu bulgusu, mannoz taşıyıcı proteinlerin enterik bakterilerde simbiyotik ilişki 

üzerine etkili olduğunu savunan evrimsel görüşü destekler niteliktedir.  

 

MarT regülatörü varlığında ifadesi azalan son grup proteinler bakteriyel kemotakside rol 

oynayan CheA ve CheM (MCP-II) olarak belirlenmiştir. Che A, 654 amino asit içeren 

dimerik yapıda ve bakteriyel kemotakside sinyal transdüksiyonunu gerçekleştiren bir 

protein kinaz enzimidir. CheA, histidin aminoasitlerinden otofosforile olduktan sonra bu 

fosforil gruplarını iki sitoplazmik efektör proteine (CheY ve CheB) iletir. CheY 

doğrudan flagella bazal yapısı ile ilişkilenerek flagellar hareketi başlatır. Eğer ortamda 

kimyasal çekiciler var ise, metil akseptör kemostaz proteinleri (MCP-I, MCP-II ve 

MCP-III) bir metiltransferaz enzimi tarafından geri dönüşebilir şekilde metillenmekte 

ve kimyasal çekiciye doğru hareketi yapacak şekilde flagellayı aktive etmektedir 

(Chelsky ve Dahlquist 1980, Tawa ve Stewart 1994, Frye vd. 2007, Barker vd. 2010).  

MarT proteininin cheA ve cheM genlerinin negatif regülatörü olduğu bulgusu, flagellar 

biyosentez aşamalarında etkin proteinleri kodlayan motB, flgK, flgL, fliA (sigma 28) ve 

fliC genlerinin de MarT tarafından negatif regüle edilmesi sonuçları ile paralellik 

taşımaktadır. Bu bulgular beraber yorumlandığında, S. Typhimurium’un mide asitliğine 
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toleransının sağlanmasında, hareket yeteneğini kaybetmesinin (baskılanmasının) önemli 

bir rolü olduğu ortaya çıkmaktadır. 

 

MarT proteinin varlığında pozitif regüle edilen genler ise Çizelge 4.2’de, fonksiyonları 

da açıklanarak belirtilmiştir. 

 

MarT varlığında artış gösteren  ribozomal proteinler; L2 (50 S ribozom alt ünitesinde 

yer alan ve peptidil transferaz aktivitesi gösteren protein), L16 (50 S ribozom alt 

ünitesinde yer alan, 23 S ribozomal alt ünitesine bağlanarak peptidil transferaz aktivitesi 

merkezinde lokalize olan ve bu yolla aktif ribozom konformasyonunun oluşumuna 

katkıda bulunan protein), S3/S10 (30 S ribozom alt ünitesinde bulunan ve yine 30 S 

ribozom alt ünitesi proteini S14 ile birleşerek 16 S ribozomal RNA molekülünün, 

ribozomda amino asile tRNA’nın yerleştiği “A” bölgesine lokalize olmasını sağlayan 

protein), L4 (50 S ribozom alt ünitesinde yer alan ve S10 operonunu trankripsiyonel 

düzeyde regüle eden protein), S10 (30 S ribozom alt ünitesinde yer alan ve tRNA’nın 

ribozom ile ilişkilenmesinde görev yapan, ayrıca translasyon uzama faktörü gibi 

davranan protein),  L23 (50 S ribozom alt ünitesinde yer alan ve 23 S rRNA molekülüne 

erken bağlanan protein. Bu sayede 50 S ribozomunun birleşmesi sürecinde diğer 

proteinlerin bağlanmasını regüle eder),  L3 (50 S ribozom alt ünitesinde yer alan ve     

23 S rRNA molekülünün 3’ ucuna bağlanarak, diğer ribozomal  proteinlerin sıralı       

bir şekilde  birleşmesi   için    başlangıç    noktasını    oluşturan   protein)   ve      EF-Ts 
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Çizelge 4.2 MarT regülatör proteini varlığında ifade düzeyinde artış belirlenen  genler 

 

 

(protein sentezi zincir uzama faktörü) olarak tanımlanmıştır. Salmonella konakçı 

sistemine dahil olduğunda; asit, tuz, besinsel azlık gibi temel stres faktörlerine maruz 

kalması yanında, MisL ototransporter proteininin de dahil olduğu birçok virülans 

faktörün sentezini başlatmak zorundadır. Özetle bu bakteri, metabolizmasını yeni 

koşullara adaptasyon ve çoğalmanın sağlanacağı şekilde yönlendirir. Değişik 

çalışmalarda, Salmonella’nın konakçı sisteme dahil olması halinde metabolik 

Gen adı Görevi 

aceE Pürivat dehidrogenaz, dehidrogenaz bileşeni 

aceF Pürivat dehidrogenaz , dihidrolipoamit asetiltransferaz bileşeni 

lpdA Lipoamit dehidrogenaz ; 2-okzodehidrogenaz ve purivat bileşeni 

tsf Protein zincir uzama faktörü; EF-Ts 

allC Allantoat amidohidrolaz 

cydA Sitokrom bd terminal oksidaz, polipeptit altünite I 

cydB Sitokrom bd terminal oksidaz polipeptit  altünite  II 

wzzB Lipopolisakkarit zincirinin  O-antijeninin  büyüklük belirleme regülatörü 

rplP 50S ribozomal alt ünitesi, protein L16 

rpsC 30S ribozomal alt ünitesi protein S3 

rplB 50S ribozomal alt ünitesi protein L2 

rplW 50S ribozomal alt ünitesi protein L23 

rplD 50S ribozomal alt ünitesi protein L4, S10 operonunun ifade regülatörü 

rplC 50S ribozomal alt ünitesi, protein L3 

rpsJ 30S ribozomal alt ünitesi, protein S10 

rmbA Olası sitoplazmik protein 

misL Ototransporter protein 

fidL Olası iç membran proteini 

marT Transkripsiyonel regülatör 

slsA Olası iç membran proteini 

cpxP Ekstrasitoplazmik toksisitenin engelleyicisi bir periplazmik protein 
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kapasitesinin düştüğü ve makrofaj hücre kültürlerinde toplam genlerinin sadece % 

21’inin ifade edildiği belirlenmiştir (Stelzl vd. 2001, O’Connor vd. 2004, Kirthi vd. 

2006, Uthe vd. 2007, Raghunathan vd. 2009).   MarT regülatörü, daha önce de ifade 

edildiği gibi, ancak S. Typhimurium’un konakçı sisteme dahil olması halinde 

üretilmektedir. Bu durumda, yukarıda tanımlanan ribozomal protein genlerinin MarT 

tarafından pozitif regülasyonu, sentez kapasitesine değil, protein sentezinin güçlü bir 

şekilde regüle edildiğine işaret etmektedir. Zira MarT varlığında ifadesi artan tüm 

ribozomal proteinler, ribozom birleşmesi ve fonksiyonunu regüle eden proteinlerdir. 

Özellikle metabolik kapasitenin düştüğü konakçı sistem koşullarında ribozomal 

proteinlerin sentezinin regülasyonunun sıkı bir şekilde yapılması ve protein sentezinin 

doğruluğunu kontrol edecek enzimlerin üretim düzeyinin artırılması hücre enerjisinin 

ekonomik kullanımı açısından hayati bir önem taşımaktadır. Bu esaslar doğrultusunda 

MarT’nin söz konusu ribozomal proteinlerin ürtetimini teşvik etmesi anlamlıdır. 

 

MarT varlığında ifadesi artan aceE ve aceF genleri, piruvat dehidrogenaz enziminin, 

sırasıyla dehidrogenaz ve dihidrolipoamit asetil transferaz bileşenleri olan proteinleri 

kodlamaktadır. Piruvat dehidrogenaz multienzim kompleksi, piruvatın asetil koenzim 

A’ya (Asetil-CoA) oksidadif dekarboksilasyonunu katalize etmektedir.  aceE ve aceF 

genleri bakımından mutant Salmonella suşları aerobik koşullarda gelişme için asetata 

ihtiyaç duymaktadır. MarT varlığında ifadesi artan lpdA geni ürünü lipoamit 

dehidrogenaz da, kesintiye uğramış tri karbon asidi (TCA) çevriminde anahtar bir enzim 

olan, okzalglutarat dehidrogenaz komplekslerinin oluşumu için zorunlu bir bileşendir 

(Eisenreich vd. 2010). Değişik araştırmalarda; yukarıda tanımlanan enzim 

aktivitelerinin zorunlu olduğu asetat metabolizmasının ya da kesintiye uğramış tri 

karbon asidi çevriminin Salmonella ve E. coli suşlarında virülanslığı artırdığı 

belirlenmiştir (Jeyaseelan ve Guest 1980, Marcado-Lubo vd. 2009, Sonck vd. 2009, 

Eisenreich vd. 2010). Bu bilgiler,  S. Typhimurium’um gerek mide bağırsak sisteminde 

ve gerekse hücre içi koşullarda enerji metabolizmasını düzenlemek ve virülansını 

artırmak için piruvatın hızlı bir şekilde Asetil-CoA’ya çevrimine ve bazı durumlarda 

kesintiye uğramış TCA döngüsüne ihtiyaç duyduğuna işaret etmektedir. Bu durum 

MarT varlığında aceE, aceF ve lpdA ve genlerinin ifadesinin artışını açıklamaktadır.  
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Allantoat amidohidrolaz enzimini kodlayan genin (allC) MarT varlığında ifadesinin 

artışı,  Salmonella’nın da içinde bulunduğu birçok enterik bakteri için anaerobik 

koşullarda, purin ve primidinlerin parçalanma ürünü olan allantoninin başlıca azot 

(bazen karbon) kaynağını teşkil etmesi ile açıklanabilir.  Zira bu genin indüksiyonu, 

özellikle fagozomlar içerisinde oluşan anaerobik koşullarda Salmonella’nın gelişimini 

destekleyecektir (Matiasovicova vd. 2007, Kingsley vd. 2009). Sitokrom bd terminal 

oksidaz enzimi yapısal genlerinin (cydA ve cydB) MarT regülatörü tarafından pozitif 

regülasyonu, allantoat amilohidrolaz’da olduğu gibi, oksijen miktarının azaldığı 

koşullarda adaptasyonu sağlama görevi görmektedir. Söz konusu genlerin inaktive 

edildiği E. coli mutantlarında üremenin durma fazında canlı kalma oranı belirgin bir 

şekilde düşmektedir. Aynı şekilde değişik patojen bakterilerde oksijenin azaldığı 

koşullarda bu genlerin yokluğunda gelişimin önemli ölçüde yavaşladığı belirlenmiştir. 

Zira anaerobik koşullarda oluşan dioksijen elektronları, sitokrom bd terminal oksidazın 

etkin rol oynadığı dioksijen bağımlı solunum zincirinde kullanılmaktadır (Kana vd. 

2001, Kingsley vd. 2009). 

 

MarT’nin pozitif regülatör olarak görev aldığı bir diğer gen lipopolisakkarit zincirinin 

O-antijeninin büyüklük belirleme regülatörü olan wzzB geni olarak tanımlanmıştır. 

Patojenik Salmonella serovaryeteleri tarafından üretilen diğer proteinler ile birlikte, 

lipopolisakkaritler (LPS) konakçı hücre işgalinde çok önemli bir rol üstlenmektedir. 

wzzB geni, özellikle hücrelerin aktif gelişimi sürecinde kısa S-OAg antijen zincirinin 

üretiminden sorumludur ve bu genin delesyonu halinde Shigella ve Salmonella’nın 

invazivitesinin düştüğü belirlenmiştir (Carter vd. 2007, Santos vd. 2009). Üssel gelişme 

fazındaki S. Typhimurium kültürlerinden mikrodizin denemelerinin yapılmış oluşu, 

yukarıda özetlenen literatür verilerinin paralelinde sonuçların elde edilmesine yol 

açmıştır. Bu bulgular hücre işgalinin erken aşamasında kısa S-OAg antijen zincirinin 

üretildiğini doğrulamaktadır. 

 

Mikrodizin sonuçlarına göre MarT tarafından pozitif regüle edilen grup genler; rmbA 

(dizi homolojisi esas alınarak olası bir sitoplazmik protein tanımı yapılmıştır),  misL 

(ototransporter protein),  fidL (dizi homolojisi esas alınarak olası bir iç membran 

proteini tanımı yapılmıştır), marT (transkripsiyonel regülatör)  ve slsA (dizi homolojisi 
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esas alınarak olası bir iç membran proteini tanımı yapılmıştır) olarak tanımlanmıştır. 

Salmonella patojenite adası III’de (SPI-III) tanımlanan bu genler, komşu genler olup; 

rmbA, misL, fidL, marT ve slsA sırasıyla kesintisiz bir şekilde birbirini takip etmektedir. 

Bu grupta fidL ve marT operon oluşturmakta, diğer genler ise bağımsız transkribe 

edilmektedir. Yukarıda da ifade edildiği gibi, bu gen grubu içerisinde yalnız MisL ve 

MarT proteinlerinin fonksiyonu hücresel süreçlerde tanımlanmıştır. Amino asit dizi 

homolojileri esas alınarak adlandırılan diğer proteinlerin fonksiyonları hakkında ise 

herhangi bir bilgi bulunmamaktadır. Daha önce DNA jel kayma deneyleri ile MarT 

proteininin MisL ototransporter proteinini kodlayan genin pozitif regülatörü olduğu 

saptanmıştır (Blanc-Potard vd. 1999, Dorsey vd. 2005, Tükel vd. 2007, Retamal vd. 

2010). Bu çalışma jel kayma denemelerine kesinlik kazandırmıştır. Araştırma sonuçları, 

aynı zamanda rmbA, misL, fidL, marT ve slsA genlerinin regülön organizasyonu 

içerdiğini kanıtlamaktadır. MarT proteininin, bu regülonun ve özellikle marT-fidL 

operonunun otoregülatörü olduğunun belirlenmesi, bu grup içerisindeki genlerin S. 

Typhimurium virülansı için önemli olduğunun çok güçlü kanıtıdır. Bu nedenle söz 

konusu gen grubunda fonksiyonel analizlerin tamamlanması büyük önem taşımaktadır. 

 

MarT proteini varlığında pozitif yönde regüle edildiği belirlenen son gen olan cpxP 

geni, hücre zarfı stres yanıtının oluşturulmasından ve bu yanıtın gerekli olmadığı 

koşullarda cpx ikili regülatör sisteminin baskılanmasından sorumlu bir proteindir. cpx 

ikili regülatör sistemleri hücre zarfı (iç zar, periplazma ve dış zar sistemlerinin kapladığı 

sitoplazma dışı bölge) stabilitesini bozan her türlü etkinin oluşturduğu strese karşı, stres 

yanıtı sağlanmasından sorumludur. Bu yanıt;  hatalı katlanan ya da yanlış bölgede 

lokalize olan proteinlerin parçalanması, zarf proteinleri şaperonlarının üretiminin teşviki 

ve stres faktörlerine karşı yanıt trafiğini oluşturan değişik faktörlerin aktive edilmesi 

sonucu meydana getirilmektedir.  Sistem; cpxA (membran bağımlı sensör histidin 

kinaz), cpxR (sitoplazmik yanıt regülatörü) ve cpxP’den oluşmaktadır. cpxP hatalı 

katlanan ya da yanlış bölgede lokalize olan proteinlere spesifik olarak bağlanmak 

suretiyle, bu proteinleri ikili regülatör sistem tarafından aktive edilen parçalayıcı 

proteinlere hedef haline getirmekte ve değişik zarf stresi faktörleri tarafından meydana 

gelen bu sonucun ortadan kaldırılmasında rol oynamaktadır. Stres koşulu ortadan 

kalktığında ve dolayısı ile hatalı üretilen ya da yanlış bölgeye lokalize olan proteinlerin 
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varlığı zarf bölgesinde azaldığında ya da yok olduğunda ise, CpxP proteini ikincil 

hedefi olan CpxA’ya bağlanmakta ve ikili regülatör sistemi bloke etmektedir. Yapılan 

araştırmalarda CpxP proteininin özellikle asit stresi başta olmak üzere, değişik çevresel 

stres koşulları altında aktive edildiği belirlenmiştir. Salmonella konakçı sisteme dahil 

olduğunda ilk karşılaştığı çevresel stres, mide asitliğinden kaynaklanan stres koşuludur 

(Danese ve Silhavy 1998, Raivio vd. 2000, Santos vd. 2009, Jarvik vd. 2010). MarT 

proteininin, cpxP’nin pozitif regülasyonunu yönetmesi, muhtemelen marT–fidL 

operonunun da asit indüklenebilir bir operon olmasından kaynaklanmaktadır. Bu 

tespitin kesinlik kazanması için in vivo koşulların taklit edildiği deney düzeneklerinde 

marT promotoru aktivasyon kinetiklerinin belirlenmesi gerekmektedir.  

 

4.4 MisL Proteininin Fibronektine (FN) Bağlanma Karakteristiklerinin 
Tanımlanması 
 

4.4.1 Fibronektin deglikolizasyonunun MisL bağlanması üzerine etkisi 

 

MisL ototransporter proteininin fibronektine bağlanma karakteristiklerinin belirlenmesi 

çalışmalarının ilk aşamasında, MisL proteininin fibronektine bağlanmasında 

karbonhidrat yan gruplarının rolü olup olmadığı araştırılmıştır.  

 
MisL yolcu domaininin fibronektine, bu proteinde yer alan glikan gruplarından bağlanıp 

bağlanmadığını belirlemek için; öncelikle MisL proteininin deglikolize ve glikolize 

FN’e bağlanma karakteristikleri, in vitro katı faz bağlanma deneyleri ile araştırılmıştır.  

FN’in deglikolizasyonunda GlycoProfileTM II deglikolizasyon kitinden (Sigma Chem. 

Co. USA) yararlanılmıştır. Peptit N-glikozidaz  F (PNGaseF), FN’den, N-bağlı 

glikanların uzaklaştırılması amacı ile kullanılmıştır. Bu uygulama deglikolize protein 

stabilitesini korumakta, yalnız glikan bağlanma bölgesindeki asparajinin deaminasyonu 

sonucu aspartik asit oluşumuna yol açmaktadır (Hagglund vd. 2007).  Denemede 

deglikolizasyon etkinliği SDS-PAGE yöntemi ile test edilmiştir. Bu testte deglikolize 

edilen moleküllerin jel üzerindeki hareketliliğinde kaymalar, deglikolizasyonun başarılı 

olduğuna işaret etmektedir. FN büyük moleküler ağırlıkta bir protein olduğundan, 

moleküler büyüklük değişiminden kaynaklanan kaymanın tanımlanması oldukça zordur.  

Fibronektinin çöktürülmesinde denatürasyon uygulandığı için, deglikolizasyon 
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aşamasında denatürasyon uygulanmamıştır. Bu çalışmada, deneyin doğruluğunun 

kontrolünde RNaz B kullanılmış ve FN ile aynı koşullarda deglikolizasyon 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.16.A ve B). Şahit RNaz B örneğinde açıkca görüldüğü gibi 

(Şekil 4.16.B), deglikolizasyon sonucu belirgin bir kayma gerçekleşmiştir. Bu sonuç, 

denemenin doğruluğunu kanıtlamaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.16.a. N-bağlı deglikolize edilmiş Fibronektin (okla gösterilen deglikolize FN), b.    
N-bağlı deglikolize edilmiş  RNaz B (okla gösterilen deglikolize RNaz B) 

 

GST-MisL proteininin fibronektine ya da N-bağlı deglikolize fibronektine bağlanma 

özellikleri 96 kuyucuklu plaklarda gerçekleştirilmiştir. Kuyucuk başına 2µg FN ya da  

N-bağlı degklikolize FN ile kaplama yapılmış ve üzerlerine artan konsantrasyonlarda 

MisL (50µL, fosfat ile tamponlanmış fizyolojik tuzlu su içerisinde çözülerek 

hazırlanmıştır) ilave edilmiştir.  Bağlanan GST-MisL komplekslerinin belirlenmesinde, 

Anti-GST antiserum  kullanılmıştır. Artan GST-MisL konsantrasyonuna bağlı olarak, 

MisL’in deglikolize ve doğal fibronektin formlarına (glikolize) eşit düzeyde artan bir 

etkinlikte bağlanma gösterdiği saptanmıştır (Şekil 4.17). Bu bulgular, MisL’in 

fibronektine bağlanmasında glikan gruplarının bir rolü olmadığını kanıtlamaktadır. 
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MisL ototransporter proteininin fibronektine özgül bağlanma gösterdiğinin tespit 

edildiği ilk ve halen tek olan araştırmada, söz konusu denemeler plakalara tutundurulan 

doğal fibronektin ile yürütülmüştür (Dorsey vd. 2005). Dolayısı ile söz konusu 

bağlanmanın, posttranslasyonel modifikasyon sürecinde fibronektine ilave edilen  

glikan yan gruplarından mı yoksa doğrudan proteinden mi kaynaklandığı bugüne kadar 

bilinmemekteydi.  Doğal fibronektin ve deglikolize edilmiş fibronektin ile 

yürüttüğümüz deneme sonuçları, MisL ototransporter proteininin fibronektine protein-

protein interaksiyonu ile bağlandığını saptayan ilk bulgulardır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.17 Artan konsantrasyonlardaki GST-MisL proteininin fibronektine (mavi 
kolonlar) ve N-bağlı deglikolize fibronektine (kırmızı kolonlar) bağlanma 
etkinliği 
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4.4.2 Fibronektinin termolizin fragmentlerine ayrılması ve MisL bağlanma 
domaininin belirlenmesi 

 

Fibronektin plazmada genellikle benzer fakat aynı olmayan çift zincirden oluşan dimer 

formunda bulunmaktadır. Her bir zincir yaklaşık 250 kDa büyüklüğündedir. Bir çift 

disülfit bağı, zincirlerin C-terminalinin bağlanarak ilişkilenmesinde rol oynamaktadır. 

Her bir zincirde 30 adet zincirler arası disülfit bağı ve iki sülfidril grubu bulunmaktadır. 

Moleküler büyüklük varyasyonu, 14 FnIII ve 15 FnIII  tekrar modüllerinin arasına  

giren dizilerden (V bölgeleri) kaynaklanmaktadır. Domainler arasındaki bu esnek 

serilerin limitli proteoliz aracılığı ile hidrolize edilmesi sonucu, aktivite ve 

konformasyon değişikliğine uğramamış karakteristik protein fragmentleri 

oluşturulabilmektedir (Bershadsky vd. 2003, Tan vd. 2004, Astrof vd. 2007). 

Çalışmamızda, Bacillus thermoproteolyticus tarafından üretilen bir proteolitik enzim 

olan termolizin’in sığır fibronektini üzerinde oluşturduğu fragmentler SDS-PAGE 

sisteminde tanımlanmıştır. Sığır fibronektininin limitli proteolizi sonucunda yaklaşık; 

140 kDa, 120 kDa, 60 kDa, 40 kDa, 30 kDa, 20 kDa and 10 kDa  büyüklüğünde 

fragmentler belirlenmiştir (Şekil 4.18). 

 

                                                                      1      2 

 
Şekil 4.18 Termolizin’in sığır fibronektini üzerinde oluşturduğu fragmentler. Moleküler 

büyüklük markeri (1),  termolitik fibronektin fragmentleri (2; 0.004 mg)  
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Fibronektinin termolizin ile kısmi parçalanması sonucunda oluşan peptit fragmentleri 

SDS-PAGE sisteminde tanımlandıktan sonra, naylon membrana transfer edilmiş ve bu 

membrana 70 nM GST-MisL uygulanmıştır. Western lekeleme denemesinde aynı 

muameleye tabi tutulmuş membrana 70 nM GST uygulaması ise kontrol olarak 

gerçekleştirilmiştir. Yıkama aşamasını takiben membranlar anti- GST antiserum ve 

ikinci bir keçi/tavşan AP konjuge antiserum ile muamele edilmiştir. İmmünstar substrat 

ile yapılan belirleme denemesinde, sadece 25 kDa büyüklükteki fragment bölgesinde 

sinyal belirlenmiştir. GST-MisL yerine, GST kullanılan kontrol denemede ise bağlanma 

sinyali saptanamamıştır (Şekil 4.19). Bu bulgular, GST-MisL    proteininin sadece 25 

kDa büyüklükteki termolitik fibronektin fragmentine bağlandığını göstermektedir.   

 

25 kDa büyüklükte termolitik fragmentin karakterizasyonu için,  N-terminal amino asit 

dizisi analizine  gönderilen örneklerde,  8 amino asit AVTTIPAP (Alanin, Valin, 

Treonin, Treonin, İzolösin, Prolin, Alanin, Prolin) dizisi belirlenmiştir (Vaccine 

Reseasrch Institute, San Diego, USA).  Bu dizi, sığır fibronektini heparin II bağlanma 

bölgesi (Hep II)  FNIII 12 tekrar modülü ile tamamen aynı pozisyonda bulunmuştur. 

Tüm bu veriler, GST-MisL proteininin, fibronektinin  Hep-II domainine bağlandığına 

işaret etmektedir.   
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Şekil 4.19 GST-MisL füzyon proteininin fibronektin fragmentlerine bağlanma 
özgüllüğü 

 
Termolitik FN fragmentlerinin (0.004 mg) GST-MisL (A) ve  GST (B) ile verdiği reaksiyon. Commasie 
brilliant blue boyası ile boyanan jellerde termolitik fragmentlerin görünümü (C) 
 

MisL ototransporter proteininin fibronektin Hep-2 domainine bağlandığının kesin bir 

şekilde kanıtlanması için, ikinci aşamada doza bağlı bağlanma karakteristikleri 

incelenmiştir. FNIII 10 ile FNIII 15 fragmentlerini içeren ve histidin ile işaretli olan 

Hep-2 bölgesi, rekombinant plazmid pTRC HisC’ye sahip bir  E. coli suşu kullanılarak 

saflaştırılmıştır (Kapila vd. 1997). Hep II, E. coli suşunun IPTG varlığında indüksiyonu 

sonucu üretilmiş ve 6xHis-tag füzyon proteini NiNTA agaroz kolonlar kullanılarak 

kazanılmıştır. 6xHis-tag Hep-2 bölgesinin farklı saflaştırmalar ile elde edilen 

fraksiyonları Şekil 4.20.a.b’de  görülmektedir. Son aşamada elde edilen saflaştırılmış 

Hep-II bölgesi 75 kDa moleküler büyüklükte belirlenmiştir. Western lekeleme yöntemi 
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sonucunda aynı zamanda, saflaştırılan bölgenin Hep-2 bölgesi olduğu, primer antibadi 

olarak anti-His antiserum ve sekonder antibadi olarak monoklonal anti-fare/tavşan IgG 

(Jackson ImmunoReserach, Madison, USA) kullanılmak suretiyle elde edilen sinyal 

sonucu tanımlanmıştır (Şekil 4.20.b).  

 

 

Şekil 4.20.a.  Saflaştırma işlemine tabi tutulan 6xHis-tag FNIII 10-15 füzyon proteininin  
farklı aşamalarındaki fraksiyonlarının SDS-PAGE, b. Western lekeleme 
sisteminde izlenmesi 

 
Hatlar; (1) ve (2): E. coli DH5α/ pTRC HisC suşunun IPTG ile indüksiyondan önceki toplam protein 
içerikleri; (3) ve (4): E. coli DH5α/ pTRC HisC  suşunun IPTG ile 3 saat indüksiyondan sonrasındaki 
toplam protein içerikleri; (5): çözünmeyen fraksiyon; (6): çözünen fraksiyon; (7); akış fraksiyonu; (8 and 
9) yıkama fraksiyonları; (10- 13) saflaştırılan fraksiyonlar (a). Şaflaştırılan proteinin Western lekeleme 
analizi; lekeler, bir anti- His antibadi ve alkali fosfataz ile konjuge edilen bir anti-fare/tavşan antibadi 
kullanılarak elde edilmiştir (b) 

 

GST-MisL proteininin fibronektinin Hep-2 bölgesine bağlanma özgüllüğünün 

belirlenmesi amacı ile yürütülen katı faz bağlanma denemelerinde 6xHis-tag FNIII 10-

15 füzyon proteini kullanılmıştır. Bu deneme kısaca, ya kuyu başına 2 µg fibronektin 

(Kontrol, Şekil 4.21.a) ya da kuyu başına  2 µg saflaştırılmış 6xHis-tag Hep-2 bölgesi 

(Şekil 4.21.b) ile kaplanmış 96 kuyucuklu plakalarda yürütülmüştür. Bağlanma, artan 

50 
75 

25 

100 

37 

20 

A B 

    1     2     3     4      5     6     7     8     9    10    11    12   13   
kDa 



 94

konsantrasyonlarda GST-MisL ya da GST kullanımı sonucu ELISA okuyucu (American 

Instrument Exchange Inc.Haverhill, MA, USA) sistemlerinde tespit edilmiştir. 

Denemelerde GST-MisL ve GST proteinlerinin belirlenmesi için  GST antiserum 

kullanılmıştır. Şekil 4.21.a.b,  GST- MisL füzyon proteininin  fibronektine ve 

fibronektinin Hep-II bölgesine özgül bir şekilde ve doz artışı ile paralel bir şekilde daha 

yüksek ilgi ile bağlandığına, ancak GST için aynı özgüllüğü göstermediğine işaret 

etmektedir. Bu veriler de MisL’in fibronektinin Hep-II bölgesine özgül bir şekilde 

bağlandığını kesin bir şekilde kanıtlamaktadır.  

 

Fibronektinin Hep-II domaini fibronektinin fokal adhezyonunu ve aktin stres 

fibrillerinin oluşumunu kontrol etmektedir. Değişik patojen bakterilerin virulanslığında 

rol alan yapısal elemanların, konakçı sistemlerde fibronektinin Hep-II domaini ile 

ilişkilenerek hücre işgalinin ilk aşaması olan epitel dokuya tutunmayı gerçekleştirdiği 

bilinmektedir (Pozzi vd. 2009, Wolfram vd. 2009, Singh vd. 2010). Bu çalışmada elde 

edilen sonuçlar S. Typhimurium tarafından üretilen MisL ototransporter proteininin 

fibronektinin Hep-II domainine bağlandığını gösteren ilk bulgulardır. Çalışmamızda 

elde edilen bu sonuç, MisL ototransporter proteininin, yukarıda tanımlanan özgül 

protein-protein interaksiyonu nedeni ile, S. Typhimurium patojenitesinde çok önemli bir 

fonksiyon üstlendiğini göstermektedir. 
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Şekil 4.21.a. GST (Mavi) ve GST-MisL (kırmızı) proteinlerinin artan   

konsantrasyonlarının  fibronektine (2 µg/mL) bağlanma etkinlikleri 
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Şekil 4.21.b. GST (Mavi) ve GST-MisL (kırmızı) proteinlerinin artan 

konsantrasyonlarının saflaştırılmış 6xHis-tag Hep-2 bölgesine (2 
µg/mL) bağlanma etkinlikleri 

 
 
4.4.3 MisL proteininin Hep-2 domaini içerisindeki bağlanma bölgesinin 

haritalanması  
 

Fibronektinin Hep-2 bölgesi; 4 farklı modül içermektedir. Bunlar; FNIII 10, FNIII 12, 

FNIII 13 ve FNIII 14 olarak adlandırılmaktadır (Singh vd. 2010).  MisL proteininin 

Hep-2 bölgesinde yer alan bu modüllere bağlanma aktivitesinin belirlenmesi için, söz 

konusu modüllerin GST-füzyonlarını içeren Escherichia coli K-12 suşu kullanılmıştır. 

Hep-II bağlanma bölgesi modülleri, glutatiyon sefaroz kolonlarda saflaştırılmış ve son 

fraksiyonlar SDS-PAGE sisteminde görüntülenmiştir (Şekil 4.22.a). Western blot 

analizleri ise  anti-FN antiserum, kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.22.b) . 
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Şekil 4.22 Saflaştırılan fibronektin füzyon proteinlerinin SDS-PAGE görüntüsü  
 
A; hat 1: GST; 2: GST- FNIII 10; 3: GST- FNIII 12; 4: GST- FNIII 13; 5: GST- FNIII 14)  ve Western 
lekeleme yöntemi ile tanımlanması (B; hat 1: GST-FNIII 10; 2, GST- FNIII 12;  3: GST- FNIII 13;  4: 
GST- FNIII 14;  5: tam fibronektin 
 

Saflaştırılan fibronektin füzyon proteinleri yürütülen beraber çöktürme denemesinde   S. 

Typhimurium FB4 ve FB5 (MisL proteininin üretiminin indüksiyonu için bu bakteriler          

% 0.02 arabinoz varlığında geliştirilmiştir) kullanılmıştır.  Her bir kültür GST- FNIII 

10, GST- FNIII 12, GST- FNIII 13 ve GST- FNIII 14 (her biri 0.05 mg) ile muamele 

edilmiştir. Denemede kontrol olarak kültürler GST (0.05 mg) ile muamele edilmiş ve 

hücreler çöktürülerek toplanmıştır. Hücrelerle beraber çöken fibronektin füzyon 

proteinlerinin belirlenmesinde anti-FN  ve anti-GST antiserumları kullanılmıştır. Bu 

deneme sonucunda ne S. Typhimurium FB4 ne de FB5 hiç bir fibronektin füzyon 

proteinine (Şekil 4.23.a) ve GST proteinine (Şekil 4.23.b) spesifik bağlanma 

göstermemiştir. GST için belirlenen bantlar büyük olasılıkla spesifik olmayan 

bağlanmaya işaret etmektedir. 

 

Tüm bu bulgular, fibronektinin Hep-II domaininin değişik modüllerinin değil, tümünün 

birlikte  MisL spesifik bir bağlanma içerdiğini kanıtlamaktadır.  
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Şekil 4.23  GST, GST- FNIII 10, GST-FNIII 12, GST-FNIII 13 ya da GST-FNIII 14’in 
% 0.02 L-arabinoz varlığında ve düşük tuz konsantrasyonunda geliştirilen S. 
Typhimurium FB4 (hatlar; 1,3,5,7,9) ve FB5 (hatlar; 2,4,6,8,10) suşlarında 
bağlanma karakteristikleri  

 
Toplam hücre lizatları SDS-PAGE sisteminde ayrılmış ve GST-FN  proteinlerinin bu hücre lizatlarına 
bağlanma karakteristikleri, anti-FN antiserum (A) ve anti-GST antiserum (B) kullanılarak Western 
lekeleme yöntemi ile belirlenmiştir 
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5. SONUÇ 

 

Bu tez çalışmasında elde edilen bulguların evrensel bilime katkısını aşağıdaki başlıklar 

altında toplamak olasıdır. 

 

1. MisL ototransporter proteini gibi, patojen bakterilerin virülanslığında rol 

oynayan ancak, in vitro kültür koşullarında üretilmeyen proteinlerin homolog 

konakçılarda üretiminde; katabolit indüksiyonu yapılabilen promotorlara sahip 

salgı vektörlerine, üretimi istenilen proteinin pozitif regülatörünün klonlanması 

ve hedef konakçıya aktarımı stratejisi, başarılı bir şekilde uygulanabilir. Bu 

sayede üretilecek proteinin genetik organizasyonuna bir müdahalede 

bulunulmaksızın, in vivo koşullar taklit edilebilir. Bu da söz konusu proteinin 

katıldığı fizyolojik süreçlerin ve kontrol ettiği fenotipin tanımlanmasında önemli 

avantajlar sağlamaktadır. 

 

2. Yukarıda ifade edilen strateji kullanılarak, MisL ototransporter proteininin hücre 

yüzeyine salgılanan bir protein olduğu ve ekzopolisakkaritlerle ilişkilenerek      

S. Typhimurium hücre zarfının en dış tabakasını oluşturduğu tespit edilmiştir. 

Bu bulgu, MisL’in de AIDA ailesi ototransporter proteinler ile ortak davranış 

gösterdiğinin ve patojen-konakçı ilişkisinde rol aldığının yeni bir kanıtıdır.  

 
 

3. MisL ototransporter proteininin pozitif transkripsiyonel regülatörü olan marT 

geninin, S. Typhimurium’daki diğer regülasyon karakteristikleri mikrodizin 

analizleri sonucu belirlenmiş ve bu regülatörün virülanslığı baskılayan bazı 

genlerin negatif, konakçı sisteme giriş sonucu oluşan stres faktörlerine 

adaptasyonda rol oynayan bazı genlerin ise pozitif regülatörü olduğu 

saptanmıştır. Özetle, marT S. Typhimurium’da global bir regülatördür. 

Çalışmamızda ilk kez tespit edilen bu özellik, Salmonella enfeksiyonunun 

anlaşılması ve kontrolüne yeni boyutlar kazandıracak nitelikte öneme sahiptir. 

Bu bulgular, marT geni bakımından mutant suşlarla konakçı sistemlerde 

yürütülecek çalışmalara ışık tutacaktır. Diğer yandan, enterik bakterilerde marT 

homologlarının tespiti ve bunların regülasyon karakteristiklerinin belirlenmesi, 
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söz konusu mikroorganizmalarda patojenitenin evriminin açıklanmasına yeni 

boyutlar kazandıracaktır. 

 

4. MisL ototransporter proteininin patojen-konakçı ilişkisinde rol aldığı, daha 

önceden de öngörülmekle birlikte, bugüne kadar moleküler kanıtlarla ortaya 

konulmamıştır. Çalışmamızda, MisL ototransporter proteininin epitel doku bağ 

materyali fibronektine, protein-protein interaksiyonu ile bağlandığı ve bu 

bağlanmada fibronektin proteininde yer alan glikan grupların bir rolü olmadığı 

belirlenmiştir. Detaylandırılan analizlerde ise, MisL ototransporter proteininin 

fibronektin bağlanma bölgesinin, bu proteinin yapısında bulunan heparin II 

(Hep-II) domaini üzerinde olduğu kanıtlanmıştır. Çalışmamızda elde edilen bu 

bulgular, S. Typhimurium konakçı sisteme dahil olduğunda, bağırsak epitel 

hücrelerine tutunma mekanizmasının tanımlanmasında anahtar rol oynayacak 

nitelik taşımaktadır. Zira çalışmamızda MisL proteininin hücre yüzeyine 

salgılandığında fimbriya yapılarını maskeleyecek şekilde organize olduğu tespit 

edilmiştir. Bu durum, MisL proteininin epitel dokuya tutunmada fimbriya 

yapılarından daha önemli bir görev gördüğüne işaret etmektedir. 
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